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POVZETEK 
Znanstveno izhodišče: Za razliko od začetnih stadijev raka, zaradi agresivnosti in odpornosti na 
terapije uspešnost zdravljenja malignega melanoma še vedno ne dosega pričakovanj. Novi terapevtski 
pristopi temeljijo predvsem na kombiniranju že uveljavljenih terapij z novejšimi terapijami, ki 
vplivajo na komponente imunskega sistema. Medtem ko je elektrokemoterapija s cisplatinom že dobro 
uveljavljena v kliniki, elektrokemoterapija z oksaliplatinom do danes še ni bila raziskana. Oksaliplatin 
je primeren kandidat za vpeljavo v elektrokemoterapijo zaradi podobnosti s cisplatinom, opisanih 
manjših stranskih učinkov in predpostavljeno večjega imunomodulatornega vpliva. Čeprav v kliniki z 
elektrokemoterapijo pri 80 % tumorjev dosežemo lokalno tumorsko kontrolo, protitumorski učinek na 
oddaljene nezdravljene tumorje in/ali metastaze (t. i. »abscopal effect«) še ni bil opisan. Namen 
doktorske naloge je bil preučiti učinkovitost intratumoralne elektrokemoterapije z oksaliplatinom in jo 
primerjati z elektrokemoterapijo s cisplatinom na mišjem malignem melanomu B16F10. Preverili smo 
tudi, v kolikšni meri lahko peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za interlevkin-12 
(IL-12) poveča lokalno učinkovitost elektrokemoterapije in ali lahko spodbudi tudi sistemski odgovor, 
to je protitumorski učinek na oddaljene nezdravljene tumorje. 
Metode: Raziskave so potekale na celični liniji mišjega malignega melanoma B16F10. V prvem, in 
vitro delu smo raziskali, ali električni pulzi potencirajo privzem citostatika oksaliplatina v celice ter 
vezavo platine na DNA. Vsebnost platine v vzorcih smo izmerili s pomočjo masne spektrometrije z 
induktivno sklopljeno plazmo. Zanimala nas je tudi potenciacija v citotoksičnosti ob aplikaciji 
električnih pulzov in primerjava občutljivosti celic B16F10 na oksaliplatin in cisplatin. Dokazali smo 
jo s testom klonogenosti. Citometrično smo določili vrsto celične smrti oziroma delež celic, ki umirajo 
z apoptozo, nekrozo ali imunogeno celično smrtjo. Nadaljevali smo s poskusi na miših C57Bl/6. 
Tumorske celice mišjega melanoma B16F10 so po injiciranju v podkožje na boku miši tvorile čvrste 
tumorje. S terapijo smo začeli, ko so tumorji dosegli 35−40 mm3. Preverili smo protitumorsko 
učinkovitost elektrokemoterapije z oksaliplatinom in jo primerjali z elektrokemoterapijo s cisplatinom. 
Kombinirano terapijo sta sestavljala peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 
in intratumoralna elektrokemoterapija s cisplatinom ali oksaliplatinom. Najprej smo izvedli genski 
elektroprenos, in sicer tako, da smo v štiri mesta peritumoralno intradermalno injicirali plazmid 
(skupaj 50 µg). Nizkonapetostne električne pulze (12 pulzov, 170 V/cm, 150 ms, 0,4/1,39 Hz) smo 
dovedli z več-točkovno elektrodo (MEA) s krožno razporeditvijo šestih elektrodnih konic takoj po 
injiciranju plazmida. Pet minut po genski terapiji smo intratumoralno injicirali cisplatin ali 
oksaliplatin, po dveh minutah pa dovedli električne pulze s ploščatimi elektrodami (8 pulzov, 1300 
V/cm, 100 µs, 1 Hz). Preverili smo, ali dodatne ponovitve genskega elektroprenosa IL-12 izboljšajo 
protitumorski učinek kombinirane terapije. Za določanje sistemskega vpliva kombinirane terapije 
oziroma vpliva na oddaljene nezdravljene tumorje smo uvedli model za sistemsko bolezen. Tumorske 
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celice smo injicirali v oba boka živali; v desni bok 1 x 106 celic, v levi bok pa 0,7 x 106 celic. Med 
izvedbo elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa so bile miši pod inhalacijsko anestezijo z 
izofluranom. Zdravili smo desni tumor, zaostanek v rasti pa spremljali na obeh tumorjih, zdravljenem 
in nezdravljenem. Protitumorski učinek oziroma zaostanek v rasti tumorjev smo spremljali s 
kljunastim merilom. Za določanje koncentracije IL-12 v serumu, vsebnosti platine v tumorjih in 
serumu ter histološko analizo smo po humani usmrtitvi živali odvzeli tumorje in kri. 
Imunohistokemijsko smo označili nekrozo in apoptozo (kaspaza 3), izražanje transgena (IL-12) in 
populacije imunskih celic v tumorju (grancim B, Foxp3). 
Rezultati: Citotoksičnost oksaliplatina v kombinaciji z električnimi pulzi je bila visoka in primerljiva s 
citotoksičnostjo cisplatina na celicah mišjega melanoma B16F10 in vitro. Primerljiva citotoksičnost je 
bila posledica primerljive potenciacije v privzemu platine v celice in vezavi platine na DNA. Na 
melanomskem modelu in vivo smo pokazali, da je elektrokemoterapija z oksaliplatinom enako 
učinkovita kot elektrokemoterapija s cisplatinom, če dozo oksaliplatina dvignemo za faktor 1,6. 
Izpostavitev melanomskih celic elektrokemoterapiji z oksaliplatinom ali cisplatinom je vodila tudi v 
imunogeno celično smrt, slednje pa je koreliralo s povišano infiltracijo imunskih celic v tumor po 
terapiji. Po elektrokemoterapiji z nizkimi dozami oksaliplatina ali cisplatina smo opazili le zaostanek v 
rasti primarnih tumorjev, ne pa tudi popolnih odgovorov. Pokazali smo, da peritumoralni genski 
elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 potencira protitumorski učinek intratumoralne 
elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom na mišjem malignem melanomu B16F10. Ob 
enako učinkoviti elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom je bil prispevek genskega 
elektroprenosa IL-12 večji pri elektrokemoterapiji s cisplatinom, dosegli smo namreč 38 % popolnih 
odgovorov. Po kombinirani terapiji z oksaliplatinom smo opazili le značilen zaostanek v rasti 
tumorjev. Dodatno ponavljanje genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 ni izboljšalo 
terapevtskega učinka, povzročilo je tudi infiltracijo peritumoralnega prostora s celicami T zaviralkami. 
Najpomembneje, kombinirana terapija, pri kateri smo za elektrokemoterapijo uporabili cisplatin, je 
imela poleg lokalnega tudi sistemski učinek, dvodnevni zaostanek v rasti oddaljenih nezdravljenih 
tumorjev. Za uspešnost opisane kombinirane terapije je najverjetneje odgovorno lokalno in sistemsko 
spodbujanje imunskega odziva. Po kombinirani terapiji s cisplatinom v elektrokemoterapiji smo 
namreč v zdravljenih in nezdravljenih tumorjih opazili imunske celice, pozitivne za grancim B. 
Zaključki: Genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 je učinkovit pri spodbujanju lokalnega 
protitumorskega učinka elektrokemoterapije. Poleg tega ima kombinirana terapija, pri kateri smo za 
elektrokemoterapijo uporabili cisplatin, tudi sistemski protitumorski učinek. Rezultati doktorske 
naloge bodo v pomoč pri vpeljevanju oksaliplatina v elektrokemoterapijo, kot samostojno terapijo, v 
kliniko. Rezultati v sklopu testiranja kombinirane terapije pa bodo osnova za prehod na naslednjo 
stopnjo v verigi translacijskih raziskav, prijavo klinične študije. 
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ABSTRACT 
Scientific background: Treatment of malignant melanoma remains a challenge due to its 
aggressiveness and resistance to treatment. Combining established local ablative therapies with 
recently discovered immunotherapies is a promising approach for treating malignant melanoma. While 
electrochemotherapy with cisplatin is already a well-established treatment, oxaliplatin has not yet been 
tested for use with electrochemotherapy. Based on its similar characteristics to cisplatin, described 
lesser side-effect and its presumably more pronounced immunomodulatory effect, oxaliplatin is an 
eligible candidate for electrochemotherapy. Although local effectiveness of electrochemotherapy is up 
to 80 % of local tumor control, noticeable effects on distant non-treated metastases (abscopal effect) 
have yet to be described. With the aim to increase the armamentarium of drugs for 
electrochemotherapy, oxaliplatin was compared to the already well-established electrochemotherapy 
with cisplatin in murine malignant melanoma B16F10. In addition, we also investigated if peritumoral 
gene electrotransfer of a plasmid encoding interleukin-12 (IL-12) as an adjuvant immunotherapy 
enhances the responses seen with electrochemotherapy on a local and systemic level (abscopal effect). 
Methods: Murine B16F10 melanoma cells with a high metastatic potential were used. Firstly, we 
determined the potentiation in the uptake of platinum after applying electric pulses and platinum-based 
drugs oxaliplatin or cisplatin in vitro. Platinum content in cells and the amount of platinum bound to 
DNA were measured by inductively coupled plasma mass spectrometry. Using the clonogenic assay 
we determined the cellular reproductive potential following electroporation with oxaliplatin or 
cisplatin. We also determined the type of cell death after electroporation with oxaliplatin or cisplatin. 
More specifically, we determined the amount of cells which died via apoptosis, necrosis or 
immunogenic cell death. Secondly, in vivo experiments were performed in C57Bl/6 mice. Solid 
tumors were grown on the right flank of mice after a subcutaneous inoculation of tumor cells. The 
therapy was performed when tumors reached 35−40 mm3 in volume. The antitumor effect of 
electrochemotherapy was compared to electrochemotherapy with cisplatin. Thereafter, the antitumor 
effect of the combined treatment consisting of intratumoral electrochemotherapy with cisplatin or 
oxaliplatin and peritumoral gene electrotransfer of plasmid encoding IL-12 was researched. For gene 
electrotransfer mice received four intradermal injections of plasmid DNA encoding IL-12 (50 µg) 
around the tumor. Immediately after low voltage electric pulses (12 pulses, 170 V/cm, 150 ms, 
0.4/1.39 Hz) were applied with a multi-electrode array (MEA). Five minutes after gene electrotransfer, 
oxaliplatin or cisplatin were injected intratumorally and after two minutes electric pulses (8 pulses, 
1300 V/cm, 100 µs, 1 Hz) were applied with plate electrodes. The antitumor effectiveness of the 
combined treatment with multiple repetitions of gene electrotransfer was also tested. A dual flank 
model mimicking systemic disease was used to determine the systemic antitumor effect of the therapy. 
It was established by subcutaneous injections of tumor cells on both flanks of mice, 1 x 106 cells on the 
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right and 0.7 x 106 on the left flank. During the treatment, animals were under inhalational anesthesia 
with isoflurane. Tumor growth was followed by measuring three mutually orthogonal tumor diameters 
with a Vernier caliper. The right tumor was regarded as a primary tumor and was treated; the left 
tumor was left untreated. Blood samples were collected for the detection of IL-12 in mice sera and 
tumor samples were collected for histological analysis. Immunohistochemical analysis was performed 
to detect necrosis, apoptosis (caspase 3), transgene expression (IL-12) and infiltration of immune cells 
into tumors (granzyme B, Foxp3). 
Results: Electroporation potentiated the cytotoxicity of oxaliplatin in vitro on B16F10 melanoma cells 
and no differences in cytotoxicity between cisplatin and oxaliplatin were observed. Cytotoxicity 
correlated with cisplatin or oxaliplatin uptake into cells and drug binding to DNA. Based on in vivo 
results pertaining to effectiveness and drug uptake in tumors, electrochemotherapy with oxaliplatin is 
as effective as electrochemotherapy with cisplatin when the dose of oxaliplatin is increased 1.6-fold. 
Electrochemotherapy induced immunogenic cell death when either oxaliplatin or cisplatin were used, 
which correlated with a comparable increase in lymphocyte infiltration into tumors after 
electrochemotherapy with either oxaliplatin or cisplatin. We observed a delay in tumor growth after 
electrochemotherapy with low doses of oxaliplatin or cisplatin, with no complete responses. We 
showed that peritumoral gene electrotransfer of plasmid encoding IL-12 potentiated the antitumor 
effect of electrochemotherapy with oxaliplatin or cisplatin in B16F10 melanoma on a local level. The 
most pronounced potentiation was with electrochemotherapy using cisplatin, resulting in 38% of 
complete responses. However, the additional repetitions of gene electrotransfer did not improve the 
therapeutic effectiveness. Moreover, we also observed an abscopal effect after the combination 
treatment with electrochemotherapy with cisplatin. Average tumor growth delay of the distant 
untreated tumors in the latter group was two days. We ascribe the success of this novel therapy to the 
induction of an immune response on a local and systemic level. Namely, infiltration of granzyme B 
positive immune cells after the combination therapy with electrochemotherapy with cisplatin was 
observed in both primary and distant tumors. 
Conclusion: We showed that gene electrotransfer of IL-12 potentiates the effect of 
electrochemotherapy on a local level. Additionally, an abscopal effect was detected after the 
combination therapy in which cisplatin was used for electrochemotherapy. Our findings highlight the 
potential clinical use of intratumoral oxaliplatin in electrochemotherapy. Most importantly, the 
preclinical data will serve as the basis for a clinical phase study application.  
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1 UVOD 
1.1 Rak kot bolezen 
Rak je eden od vodilnih vzrokov smrti v svetu. Leta 2015 je v Sloveniji za rakom zbolelo 14329 ljudi, 
7859 moških in 6470 žensk. Do 75. leta starosti bosta od tistih, rojenih v letu 2015, za rakom 
predvidoma zbolela ena od treh žensk in eden od dveh moških. Od leta 1950 se je predvsem zaradi 
staranja prebivalstva groba incidenčna stopnja raka v Sloveniji povečala za 750 % pri moških in 600 
% pri ženskah. Kljub temu je spodbudno, da se je kumulativna umrljivostna stopnja od leta 1985 
manjša, kar kaže na zgodnejše odkrivanje bolezni, uspešnejše terapije in na to, da vse več bolnikov 
ozdravi ali z rakom živi (Register raka Republike Slovenije). 
1.1.1 Maligni melanom 
Melanom, najagresivnejši tip kožnega raka, nastane z maligno spremembo melanocitov (Hartman in 
Lin 2019). Dejavniki tveganja za razvoj melanoma so izpostavljenost ultravijoličnim žarkom, kožni 
dejavniki, kot so barva kože, večje število pigmentnih znamenj ali netipična znamenja, starost in 
pozitivna družinska anamneza (Gandini in sod., 2005; Rastrelli in sod., 2013). Do osemdesetih let je 
kožni melanom veljal za relativno redko bolezen. Od takrat incidenca v svetu in doma raste. Leta 2015 
je bilo v Sloveniji zabeleženih 535 novih primerov malignega melanoma kože, 245 pri ženskah in 290 
pri moških (Register raka Republike Slovenije).  
Večina bolnikov ima v času diagnoze lokalizirano bolezen, pri mnogih pa pride do metastaziranja 
(Duncan, 2009). 8–45 % bolnikov z melanomom ima poleg primarnega tumorja tudi metastaze. Od teh 
je 22,7 % satelitskih metastaz, 50,2 % metastaz v bezgavkah, 28,1 % pa oddaljenih metastaz (Meier in 
sod., 2002). Za razliko od začetnih stadijev raka, zaradi agresivnosti in odpornosti na terapije 
zdravljenje malignega melanoma še vedno ne dosega pričakovanj (Polkowska in sod., 2016). 
Razširjenost bolezni pri bolnikih z melanomom določimo po klasifikaciji TNM (T1 do T4 za tumor, N0 
do N3 za zajetost bezgavk in M0 ali M1a, M1b, M1c za metastaze). V smernicah za zdravljenje 
primarnega melanoma je na prvem mestu kirurgija, ki pomeni izrez celotne lezije z varnostnim robom. 
Ko radikalni posegi niso možni, se post-operativno področje primarnega tumorja obseva. Prav tako se 
kirurško zdravi metastatske bezgavke, v primeru suma na mikroskopski ostanek pa tudi v tem primeru 
sledi post-operativno obsevanje. Sistemska terapija se uporablja kot dopolnilna terapija ali za 
zdravljenje metastatske bolezni. Ob ponovitvi bolezni se recidiv kirurško odstrani. Če preprost izrez ni 
možen ali v primeru zelo hitro ponavljajočih se recidivov, zdravimo z lokalnimi terapijami, med katere 
uvrščamo tudi elektrokemoterapijo, ali s sistemskimi terapijami (Hočevar in sod., 2018).  
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1.2 Elektroporacija 
Elektroporacija je fizikalna metoda vnosa, ki z aplikacijo električnega polja na celicah povzroči 
nastanek strukturnih sprememb v membrani. Na ta način elektroporacija omogoči prehod v celico 
tistim molekulam, ki drugače ne prehajajo ali slabo prehajajo (Neumann in Rosenheck, 1972). Vpliv 
pulzirajočega električnega polja na biološke materiale je bil opisan že pred 250 leti. Kljub temu je 
prišlo do uporabe v praksi, v prehrambeni industriji, farmaciji in medicini, šele v zadnjih dveh 
desetletjih (Miklavčič, 2012). Glede na moč električnega polja, elektroporacijo razdelimo na štiri 
skupine: 1) pod pragom elektroporacije ni transporta molekul zaradi električnega polja, 2) pri 
reverzibilni elektroporaciji pride po aplikaciji električnih pulzov do nastanka por v membrani in 
transporta molekul, ki se po zaključeni elektroporaciji konča, 3) pri ireverzibilni elektroporaciji brez 
termalnih učinkov visoko električno polje povzroči transport molekul, celica pa si po elektroporaciji 
ne opomore in 4) pri ireverzibilni elektroporaciji s termalnimi učinki se ob elektroporaciji sproščajo 
molekule, poleg tega pa nastanejo tudi termalne poškodbe.  
Za elektroporacijo (Slika 1) uporabljamo različne parametre električnih pulzov, odvisno od namena. 
Najpomembnejši so: jakost električnega polja, frekvenca med pulzi, število pulzov in trajanje pulza. 
Poleg tega pa so pomembne tudi lastnosti medija, ki tarče med elektroporacijo obdaja (Yarmush in 
sod., 2014).  
 
Slika 1. Shematski prikaz elektroporacije. Elektroporacija: Slika prikazuje prehajanje molekul v celico ob 
elektroporaciji. V zunajceličnem prostoru so hidrofilne molekule, ki ne prehajajo čez plazmalemo v notranjost 
celice. Ob aplikaciji električnih pulzov v membrani nastanejo pore, ki omogočajo prehajanje molekul v celico. 
Pri reverzibilni elektroporaciji se membrana po določenem času vrne v prvotno stanje. Elektrokemoterapija: 
Povečan privzem citostatikov v celice po elektrokemoterapiji vodi do višje citotoksičnosti. Genski elektroprenos: 
V celice s pomočjo električnih pulzov vnašamo plazmidno DNA. Slika izdelana za potrebe doktorske disertacije. 
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1.3 Elektrokemoterapija 
Pri elektrokemoterapiji (EKT) z električnimi pulzi v celice vnašamo citostatike, ki drugače slabše ali 
sploh ne prehajajo v celice (Okino in Mohri, 1987; Orlowski in sod., 1988; Mir in sod., 1991). 
Posledica povišanega privzema citostatika v celice ob elektroporaciji je višja citotoksičnost citostatika 
(Mir in sod., 1991; Serša in sod., 1995). 
Bazične raziskave elektrokemoterapije so v začetku obsegale predvsem optimizacijo parametrov 
električnih pulzov, kot so število in dolžina pulzov ter frekvenca (Teissié in sod., 1999). Zelo 
pomembno je bilo tudi iskanje citostatikov, ki so primerni za uporabo v elektrokemoterapiji. V 
predkliničnih raziskavah sta bili najbolje raziskani elektrokemoterapija z bleomicinom (Orlowski in 
sod., 1988; Mir in sod., 1991) in elektrokemoterapija s cisplatinom (Serša in sod., 1995). 
Elektrokemoterapija z drugimi citostatiki je bila predmet raziskav (Gehl in sod., 1998; Jaroszeski in 
sod., 2000), vendar se je izkazalo, da je potenciacija v citotoksičnosti največja v primeru cisplatina in 
bleomicina (Orlowski in sod., 1988; Mir in sod., 1991; Serša in sod., 1995). 
1.3.1 Elektrokemoterapija s citostatiki na bazi platine 
Cisplatin (cis-diamino-dikloroplatina (II)) (Slika 2) je citostatik na bazi platine, ki ga je leta 1960 
naključno odkril Barnett Rosenberg. Ob raziskovanju vpliva električnega polja na rast bakterij je 
ugotovil, da je rast bakterij zmanjšana ob uporabi platinastih elektrod. Pozneje so dokazali, da je 
glavni povzročitelj celične smrti cisplatin. Leta 1971 se je s prvo klinično študijo začelo vpeljevanje 
cisplatina v kliniko. Leta 1979 je bil v ZDA in Evropi cisplatin odobren za zdravljenje raka testisov in 
raka jajčnikov (Dilruba in Kalayda, 2016).  
                      a)                                                                b) 
                            
Slika 2. Citostatika na bazi platine. a) Cisplatin in b) oksaliplatin. 
Protitumorska učinkovitost elektrokemoterapije s cisplatinom je bila opisana po elektrokemoterapiji na 
različnih tumorskih modelih (Gehl, 2003; Escoffre in Rols, 2012). Za razliko od nizkih doz cisplatina 
v elektrokemoterapiji (1 mg/kg, intravensko), pri katerih je bil protitumorski učinek na fibrosarkomu 
(SA-1), Ehrlich-Lettre ascites karcinomu (EAT) in melanomu (B16F10) primerljiv, so bile pri visokih 
dozah (8 mg/kg) razlike v občutljivosti značilne (Serša in sod., 1995). Razlike v občutljivosti tumorjev 
na elektrokemoterapijo so razložili na podlagi razlik v intrinzični občutljivosti (O’Hare in sod., 1989; 
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Gately in Howell, 1993; Čemažar in sod., 1998a) ali drugih razlik med tumorji. V pred-kliničnih 
raziskavah so bile do danes po elektrokemoterapiji s cisplatinom raziskane predvsem prepustnost 
membrane in znotrajcelična akumulacija citostatika, vpliv velikosti tumorja na odgovor na terapijo, 
učinki na žile in vpletenost imunskega sistema (Serša in sod., 1997; Miklavčič in sod., 2014). 
1.3.1.1 Prepustnost membrane in znotrajcelična akumulacija citostatika po elektrokemoterapiji 
Za doseganje optimalnega učinka elektrokemoterapije s cisplatinom je potrebna zadostna akumulacija 
cisplatina v celici (Čemažar in sod., 1998). Dolgo je veljalo, da je glavna in edina tarča citostatikov na 
bazi platine DNA. Na podlagi poskusov s cisplatinom so namreč pokazali korelacijo med številom Pt-
DNA aduktov in citotoksičnostjo (Hoebers in sod., 2006). Novejše raziskave so pokazale, da so, poleg 
DNA, pomembne tarče citostatikov na bazi platine tudi celični proteini in RNA (Bose in sod., 2008). 
Za primer, Bruno in sodelavci so pokazali, da oksaliplatin povzroča smrt celic prek indukcije stresa 
biogeneze ribosomov (Alcindor in Beauger, 2011; Bruno in sod., 2017).  
Zadostno akumulacijo citostatika v celici po elektroporaciji dosežemo z izpolnjevanjem dveh pogojev: 
1) ob aplikaciji električnih pulzov je pomembno, da je citostatik dostopen oziroma porazdeljen po 
celotnem tumorju, in 2) tumorske celice mora doseči električno polje dovolj velike jakosti (Miklavčič 
in sod., 1998; Miklavčič in sod., 2006). Cisplatin v manjšem obsegu samostojno prehaja v celice 
(Dilruba in Kalayda, 2016). Kljub temu so potenciacijo v privzemu citostatika po elektroporaciji s 
cisplatinom dokazali in vitro (Serša in sod., 1995) in in vivo (Serša in sod., 1995; Čemažar in sod., 
1998) na različnih tumorskih modelih. Ob elektroporaciji melanomskih celic B16F10 in vitro je bila 
pokazana 70-kratna potenciacija v citotoksičnosti cisplatina (Serša in sod., 1995). Cisplatin je in vivo 
možno dovesti na dva načina, intravensko (Serša in sod., 1995) ali intratumoralno (Čemažar in sod., 
1998). Za doseganje optimalne porazdelitve citostatika v mišjem tumorju je optimalen čas za 
dovajanje pulzov takoj po intratumoralni aplikaciji cisplatina ali 3 min po intravenski aplikaciji (Serša 
in sod., 1995; Čemažar in sod., 1998).  
Ker je permeabilizacija membrane ob elektroporaciji posledica električnega polja, je pomembno, da je 
celoten tumor pokrit z dovolj velikim električnim poljem (Miklavčič in sod., 1998; Miklavčič in sod., 
2006). Optimalni parametri v elektrokemoterapiji so: jakost električnega polja 1300 V/cm, 8 pulzov – 
4 v eno in 4 na pravokotno smer, dolžina pulza 100 µs in frekvenca 1 Hz (Čemažar in sod., 1995; 
Pucihar in sod., 2002; Miklavčič in sod., 2005). Pri opisanih pogojih je opaziti minimalen učinek 
elektroporacije same, hkrati pa je večina celic permeabiliziranih (Serša in sod., 1995). Te vrste 
električnih pulzov smo v doktorski nalogi uporabili tudi mi. 
1.3.1.2 Vpliv velikosti tumorja na učinkovitost elektrokemoterapije 
Predklinične raziskave so pokazale, da je protitumorska učinkovitost elektrokemoterapije neodvisna 
od velikosti tumorja. Dokler je tumor pokrit z zadostnim električnim poljem, kar zagotovimo z 
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elektrodami primerne velikosti in prilagoditvijo parametrov električnih pulzov, je uspešnost 
elektrokemoterapije neodvisna od velikosti tumorja (Serša in sod., 1995). Kasneje je meta-analiza 
kliničnih podatkov pokazala, da je elektrokemoterapija uspešnejša pri tumorjih, manjših od 3 cm (Mali 
in sod., 2013b).  
1.3.1.3 Vpliv elektrokemoterapije na žile  
Poleg stromalnih celic elektrokemoterapija vpliva tudi na endotelijske celice tumorskega žilja. 
Opisana sta bila dva učinka na žile: 1) Elektrokemoterapija povzroča smrt endotelijskih celic in 
posledično porušenje tumorskega žilja, kar imenujemo žilno-razdiralni učinek (Serša in sod., 2008). 
Učinek so opazili le na manjših žilah, zato lahko elektrokemoterapijo izvedemo tudi v bližini velikih 
žil, kot so jetrne vene in arterije (Edhemović in sod., 2011; Žmuc in sod., 2019). 2) 
Elektrokemoterapija povzroča vazokonstrikcijo, kar so dokazali in vitro in in vivo. Vazokonstrikcija 
povzroča zadrževanje citostatika v tumorju, hkrati pa preprečuje tudi nov dotok citostatika v tumor 
(Jarm in sod., 2010).  
1.3.1.4 Elektrokemoterapija in vrsta celične smrti 
Po terapiji celice umirajo na različne načine. Možnih vrst celične smrt je toliko, da je bila ustanovljena 
komisija za opredelitev vrste smrti in poimenovanje (angl. »The Nomenclature Committee on Cell 
Death«) (Galluzzi in sod., 2018). In vitro in in vivo raziskave so pokazale, da celice po 
elektrokemoterapiji umirajo z apoptozo in nekrozo (Todorović in sod., 2009; Bigi in sod., 2016). 
Katera od opisanih dveh oblik celične smrti po terapiji nastopi je odvisno predvsem od doze oziroma 
koncentracije znotrajceličnega citostatika (Wu in Waxman, 2018).  
Apoptotske celice označuje aneksin V. To je protein, ki je vezan na fosfatidilserin in ob translokaciji 
na zunanjo stran plazmaleme označuje zgodnjo apoptozo. V jedrih apoptotskih celic ob apoptozi 
zaznamo tudi kaspazo III. Nekrotske celice in celice v pozni apoptozi imajo porušeno organizacijo 
plazmaleme in jedrne ovojnice, zato barvili 7 amino-aktinomicin D in propidijev jodid prosto 
prehajata v jedro in se vgradita v DNA (Chen in sod., 2015; Crowley in sod., 2016). Vrste celične 
smrti, označevalci in metode, ki smo jih uporabili v doktorski disertaciji so opisani v Tabeli 1. 
 
Tabela 1. Vrste celične smrti po elektrokemoterapiji, označevalci in metode za določanje vrste smrti, ki 
smo jih uporabili v doktorski disertaciji.  
Vrsta celične 
smrti 
Označevalec Metode za določanje vrste celične smrti, ki smo 
jih uporabili v doktorski disertaciji 
apoptoza aneksin V 
kaspaza III 
Pretočna citometrija: aneksin V na plazmalemi. 
Imunohistokemijsko barvanje: kaspaza III v jedru. 
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nekroza porušena organizacija plazmaleme 
in jedrne ovojnice 
zakisanje citoplazme 
Pretočna citometrija: propidijev jodid ali barvilo 
7-amino-aktinomicin D se vgradita v DNA. 
Barvanje s hematoksilinom in eozinom: zaradi 
zakisanja se citoplazma obarva rožnato. 
imunogena celična 
smrt 
kalretikulin, ATP in Hmgb1 Imunohistokemijsko barvanje: prerazporeditev 
kalretikulina iz endoplazemskega retikla v 
plazmalemo 
 
Nedavno nazaj je bilo opisano, da po elektrokemoterapiji ali elektroporaciji sami nastopi imunogena 
celična smrt (Galluzzi in sod., 2016), kar je opisano v naslednjem poglavju (Calvet in sod., 2014).  
1.3.1.5 Elektrokemoterapija in vpletenost imunskega sistema 
Elektrokemoterapija s cisplatinom je učinkovitejša na tumorjih živali z delujočim imunskim sistemom 
kot pri imunsko oslabljenih živalih, kar kaže na vpletenost imunskega sistema pri odgovoru na terapijo 
(Serša in sod., 1997). Hiter ali visok privzem citostatikov v celice povzroča nekrozo in imunogeno 
obliko celične smrti (Marty in sod., 2006; Calvet in sod., 2014). Poleg tega se po elektroporaciji v 
zunajcelični prostor sprostijo znotrajcelični proteini, kot so z nevarnostjo povezane molekule (angl. 
»DAMPs«) (Garg in sod., 2013), ki izzovejo imunski odziv (Calvet in sod., 2014).  
Trije specifični DAMPs, to so adenozin-trifosfata (ATP), protein Hmgb1 (HMGB1, angl. »high-
mobility group box-1 protein«) in kalretikulin (CRT), definirajo imunogeno celično smrt (Slika 3). 
Natančneje, ob imunogeni celični smrti pride do izločanja Hmgb1 in ATP ter prerazporeditve CRT v 
plazmalemo (Galluzzi in sod., 2016). Prerazporeditev CRT je za imunogeno celično smrt 
nepogrešljiva (Garg in sod., 2015). Kalretikulin v plazmalemi deluje kot »pojej me« signal, ki v tumor 
privablja DC, medtem ko ATP in HMGB1 vplivata na njihovo aktivacijo in zorenje (Panaretakis in 
sod., 2009). Imunogena celična smrt prek DC tako izzove specifičen imunski odziv, to je aktivacija 
celic T ubijalk (Apetoh in sod., 2007). Znano je, da imunogeno celično smrt povzročajo radioterapija 
(Obeid in sod., 2007) in nekateri citostatiki (Apetoh in sod., 2007), med katerimi je oksaliplatin, ne pa 
cisplatin (Tesniere in sod., 2010). Vendar so podatki o prerazporeditvi kalretikulina v plazmalemo po 
izpostavitvi cisplatinu ali oksaliplatinu različni glede na izbrano časovno točko (Tesniere in sod., 
2010; Yamamura in sod., 2015). Po kratki časovni točki, po štirih urah, je oksaliplatin, za razliko od 
cisplatina, uspešno povzročil imunogeno celično smrt celic več mišjih linij kolorektalnega karcinoma 
(Tesniere in sod., 2010). Po daljši, 24-urni inkubaciji, je imunogeno celično smrt povzročil tudi 
cisplatin (Yamamura in sod., 2015). Martins in sodelavci so pokazali, da kombinacija cisplatina s 
stresorji endoplazemskega retikla uspešno izzove imunogeno celično smrt (Martins in sod., 2011), 
kasneje pa je bilo opisanih še mnogo kombinacij (Bezu in sod., 2015). Eden od stresorjev 
endoplazemskega retikla je tudi elektroporacija (Chen in sod., 2013). Po elektroporaciji (30 h) pride 
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do prerazporeditve kalretikulina v plazmalemo celic kolorektalnega karcinoma CT26, povečanje je 
dvakratno (Calvet in sod., 2014). Ob kombiniranju elektroporacije in bleomicina Calvet in sodelavci 
niso zasledili dodatnega povišanja. Ali elektrokemoterapija s cisplatinom povzroča imunogeno celično 
smrt, ni znano. 
 
Slika 3. Imunogena celična smrt. Definirajo jo najmanj trije dogodki: izpostavitev kalretikulina na plazmalemo 
ter sproščanje ATP in Hmgb1 iz celic. ATP: adenozin-trifosfat, Hmgb1: angl. »high-mobility group box-1 
protein«, EKT: elektrokemoterapija. Slika prirejena po: https://www.criver.com/. 
Opisane so bile tudi druge imunogene lastnosti citostatikov na bazi platine (Hato in sod., 2014). 
Citostatiki na bazi platine povzročajo prek znižanja izražanja liganda PD-L2 (angl. »programmed 
death-ligand 2«) aktivacijo celic T z dendritskimi celicami (DC) (Lesterhuis in sod., 2011). Vplivajo 
tudi na izražanje manoza-6-fosfata (Ramakrishnan in sod., 2010) in poglavitnega kompleksa tkivne 
skladnosti razreda 1 (MHC-1, angl. »major histocompatibility complex 1«) (Liu in sod., 2010) na 
tumorskih celicah ter na ta način povišajo stopnjo ubijanja tumorskih celic s celicami T ubijalkami. 
Tudi po elektrokemoterapiji s cisplatinom pride do povišane infiltracije tumorjev z imunskimi 
celicami. Slednje so Tremble in sodelavci dokazali na kolorektalnem tumorju CT26. V tumorju so po 
terapiji opazili celice B, naravne celice ubijalke (NK), DC, makrofage in nevtrofilce (Tremble in sod., 
2019). Po elektrokemoterapiji je nezanemarljivo tudi odkrivanje antigenov, ki jih tumorske celice 
skrivajo z znižanim izražanjem ali povratno ali nepovratno izgubo MHC-1 (Bubeník, 2003). Vir 
antigenov so z elektrokemoterapijo ubite celice (Serša in sod., 2015).  
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Vpletenost imunskega sistema pri elektrokemoterapiji s cisplatinom na melanomu do danes še ni bila 
opisana. 
1.3.2 Uporaba elektrokemoterapije s cisplatinom v klinični praksi 
V humani medicini je cisplatin indiciran za zdravljenje raka testisov, raka ovarijev, karcinoma sečnega 
mehurja, karcinoma glave in vratu, nedrobnoceličnega pljučnega karcinoma, drobnoceličnega 
pljučnega karcinoma in karcinoma materničnega vratu (Register zdravil, 2019). Klinične študije so 
potrdile, da je elektrokemoterapija s cisplatinom varna za uporabo v veterinarski in humani onkologiji 
(Mir in sod., 1998; Čemažar in sod., 2008; Testori in sod., 2010). V naslednjem koraku so evropski 
centri, vodilni v elektrokemoterapiji, v okviru projekta ESOPE (European Standard Operating 
Procedures of Electrochemotherapy) pripravili standardiziran protokol za elektrokemoterapijo (Marty 
in sod., 2006; Mir in sod., 2006). Cilj standardiziranega protokola je bil definirati smernice za 
učinkovito in varno uporabo elektrokemoterapije za zdravljenje kožnih in podkožnih tumorjev. 
Protokol je pospešil vpeljevanje elektrokemoterapije v klinično prakso. Poleg tega je bil v okviru 
predhodnega projekta razvit nov generator električnih pulzov Cliniporator, ki so ga uporabili v klinični 
študiji ESOPE.  
Elektrokemoterapija je danes uvrščena med standardne terapije. Elektrokemoterapija z bleomicinom in 
elektrokemoterapija s cisplatinom se uporabljata za zdravljenje melanoma, adenokarcinoma, 
bazalnoceličnega karcinoma, ploščatoceličnega karcinoma, sarkoma in drugih trdnih tumorjev (Gehl 
in sod., 2018; National Institute for Health and Care Excellence (NICE), 2019). Število kliničnih študij 
in objavljene strokovne literature z leti raste in kaže na prepoznan potencial elektrokemoterapije v 
kliniki. Trenutno poteka 126 kliničnih študij (ClinicalTrials.gov, 2019), elektrokemoterapijo pa 
izvajajo v več kot 140 centrih po Evropi (Miklavčič in sod., 2014). Standardni protokol je bil 
dopolnjen z navodili za dogodke, ki niso bile predvideni v prvotnem protokolu (Gehl in sod., 2018). 
Poleg tega so na voljo tudi smernice za poročanje o elektrokemoterapiji v strokovni literaturi 
(Campana in sod., 2016a; Čemažar in sod., 2018). 
Glede na mehanizem delovanja elektrokemoterapije bi bilo pričakovati, da je protitumorska 
učinkovitost elektrokemoterapije primerljiva na različnih tumorskih modelih. Meta-analiza je 
pokazala, da je elektrokemoterapija pri najrazličnejših tumorjih učinkovita, vendar ne primerljiva 
(Mali in sod., 2013a). Razlike v odgovoru so posledica razlik v intrinzični občutljivosti, razlik v 
ožiljenju tumorja in posledično v porazdelitvi in dostopnosti citostatika (Gehl in sod., 2018). 
Pomemben je tudi imunološki status tumorja oziroma vpletenost imunskega sistema pri odgovoru 
(Calvet in sod., 2014; Serša in sod., 2015; Calvet in Mir, 2016). 
Ne glede na vrsto tumorja elektrokemoterapija v enkratni izvedbi v 80 % vodi do objektivnih 
odgovorov. Od tega je 60–70 % popolnih odgovorov (Marty in sod., 2006; Quaglino in sod., 2008; 
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Campana in sod., 2009; Curatolo in sod., 2011; Gehl in sod., 2011; Curatolo in sod., 2013; Spratt in 
sod., 2014; Campana in sod., 2014; Bertino in sod., 2016). Navedeni podatki veljajo za manjše 
tumorje (premer tumorja < 3 cm). Pri večjih tumorjih je odgovor na terapijo za okoli 20 % slabši 
(Whelan in sod., 2006; Marty in sod., 2006; Gehl in sod., 2011; Campana in sod., 2012; Matthiessen 
in sod., 2012; Campana in sod., 2016b).  
Opisani učinek elektrokemoterapije je lokalen, omejen na zdravljene tumorje. Sistemski protitumorski 
učinek elektrokemoterapije v kliniki do danes še ni bil dokazan.  
1.3.3 Novi kandidati citostatikov na bazi platine za vpeljavo v elektrokemoterapijo 
Potreba po analogih cisplatina se je pojavila zaradi dveh razlogov: 1) zaradi odpornosti tumorjev na 
cisplatin in 2) z namenom zmanjšanja toksičnosti, ki nastopi po uporabi cisplatina (Dilruba in 
Kalayda, 2016). Kljub temu, da je v faze kliničnega preizkušanja do danes vstopilo več kot 25 
analogov cisplatina, se v klinični praksi po svetu, poleg cisplatina, uporabljata predvsem karboplatin in 
oksaliplatin (Wheate in sod., 2010; Apps in sod., 2015). 
1.3.3.1 Odpornost na cisplatin 
Odpornost na cisplatin je lahko primarna ali sekundarna. Nastane neposredno zaradi okvare 
mehanizmov za privzem cisplatina v celice, inaktivacije cisplatina v celici, boljšega popravljanja 
poškodb na DNA ali posredno zaradi sprememb v pro-apoptotskih signalnih poteh (Munshi in sod., 
2005; Shen in sod., 2012).  
Pred-klinične študije na celicah so pokazale, da so celice, odporne na cisplatin, enako občutljive na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom kot celice, občutljive na cisplatin. Slednje kaže na to, da z 
elektroporacijo lahko premostimo okvare mehanizmov za privzem cisplatina v celice (odpornost) in 
naredimo celice občutljive na citostatik (Čemažar in sod., 1998). Glede na in vitro rezultate bi tudi po 
elektrokemoterapiji na odpornih oziroma občutljivih tumorjih (in vivo) pričakovali primerljiv odziv. 
Vendar so Čemažar in sodelavci pokazali, da elektrokemoterapija na tumorjih, občutljivih na cisplatin, 
vodi do višjega privzema platine in posledično do boljših terapevtskih rezultatov kot 
elektrokemoterapija na odpornih tumorjih. Rezultat kaže na to, da so poleg intrinzične odpornosti 
pomembni tudi drugi mehanizmi (Čemažar in sod., 2001).  
1.3.3.2 Stranski učinki ob terapiji s cisplatinom 
Med 40 opisanimi stranskimi učinki cisplatina prevladuje nefrotoksičnost (Oun in sod., 2018). Med 
zelo pogoste neželene učinke sicer spadajo bolezni krvi in limfnega sistema, presnovne in prehranske 
motnje ter bolezni prebavil in sečil. Med pogoste neželene učinke pa spadajo okužbe, bolezni srca, 
žilne bolezni in bolezni dihal, prsnega koša in mediastinalnega prostora (Register zdravil, 2019). Pojav 
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stranskih učinkov je odvisen od doze in omejen z najvišjo dozo, ki jo pacient tolerira (angl. 
»maximum tolerated dose«) (Oun in sod., 2018). 
Elektrokemoterapija z nizkimi dozami cisplatina povzroča enako ali višjo citotoksičnost in 
protitumorsko učinkovitost kot kemoterapija z višjimi dozami cisplatina brez elektroporacije (Oun in 
sod., 2018). Poleg tega lahko protitumorsko učinkovitost povečamo z lokalnim intratumoralnim 
injiciranjem cisplatina, ker s tem dosežemo višje koncentracije cisplatina v tumorju (Čemažar in sod., 
1995; Čemažar in sod., 1998). Z nižanjem doze citostatika in z lokalno aplikacijo citostatika v 
elektrokemoterapiji je zmanjšana sistemska toksičnost (Marty in sod., 2006). Še več, nižje doze 
citostatikov lahko delujejo imunomodulatorno, elektrokemoterapija je tako primerna za uporabo pri 
kombiniranih terapijah (Nars in Kaneno, 2013).  
1.3.3.3 Oksaliplatin kot kandidat za vpeljavo v elektrokemoterapijo 
Poleg cisplatina so bili za uporabo v elektrokemoterapiji preizkušeni mnogi analogi na bazi platine, to 
so trans-[PtCl2(3-Hmpy)2] (3-Hmpy = 3-hidroksimetilpiridin) (Kranjc in sod., 2017), 3P-SK (skv = 
3,4-dioksoociklobut-1-ene-1,2-diolat) in ligand 3-Hmpy (3P-SK, [Pt(3-Hmpy)2(skv)]) (Čemazar in 
sod., 2006b). Elektroporacija je potencirala citotoksični učinek omenjenih analogov platine in vitro in 
in vivo (Čemažar in sod., 2006b; Kranjc in sod., 2017).  
Eden od analogov cisplatina, kandidat za uporabo v elektrokemoterapiji, je tudi oksaliplatin. V kliniki 
so ga začeli uporabljati predvsem zaradi manjših stranskih učinkov (Extra in sod., 1990). Najvišja 
dozo oksaliplatina, ki jo pacient lahko prejme, je višja kot v primeru cisplatina. Medtem ko je doza 
cisplatina omejena z nefrotoksičnostjo, je doza oksaliplatina omejena z nevrotoksičnostjo (Oun in 
sod., 2018). Primeren kandidat pa je tudi zaradi imunomudulatorne vloge. Predvsem zato, ker je bilo 
opisano, da oksaliplatin, za razliko od cisplatina, povzroča imunogeno celično smrt (Tesniere in sod., 
2010). 
1.4 Genski elektroprenos plazmida z zapisom za interlevkin-12 
1.4.1 Interlevkin-12 
Citokin interlevkin-12 (IL-12) je heterodimerni protein, ki ga sestavljata prek disulfidne vezi povezani 
podenoti p35 in p40. V odgovor na stimulacijo z mikrobnimi ali tumorskimi antigeni ga izločajo 
antigen predstavitvene celice (APC), to so DC, monociti, makrofagi in celice B (Kobayashi in sod., 
1989; Trinchieri in sod., 1993). Naslednji v kaskadi pozitivne povratne zanke za izločanje IL-12 so 
interferon γ (IFNγ) (Ma in sod., 1996), interlevkin-15 (Kuwajima in sod., 2006) in celične povezave 
prek CD40L-CD40 (Schulz in sod., 2000). Izločanje IL-12 je na drugi strani omejeno z negativno 
povratno zanko oziroma s citokinom interlevkinom-10 (D’Andrea in sod., 1993) in transformirajočim 
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rastnim dejavnikom β1 (Du in Sriram, 1998). Receptor za IL-12 (IL-12R) imajo celice NK, celice NK 
T in aktivirani limfociti T (Presky in sod., 1996).  
Neposreden ali posreden vpliv na obe roki imunskega sistema, na prirojeno in tudi pridobljeno, sta 
pripeljala do uporabe IL-12 v onkologiji (Tugues in sod., 2015). Protitumorsko delovanje IL-12 je 
posredovano prek: 1) spodbujanja nastanka celic T pomagalk tipa 1 (Th1) in celic T ubijalk, 2) 
izločanja IFNγ, ki nadalje spodbuja izločanje IL-12 in drugih vnetnih citokinov, in 3) antiangiogenih 
učinkov (Lasek in sod., 2014). 
1.4.1.1 Vpliv IL-12 na celice prirojenega in pridobljenega imunskega sistema 
Sproščanje IL-12 vpliva na celice prirojenega in pridobljenega imunskega sistema (Tugues in sod., 
2015). Natančneje, IL-12 vpliva na aktivacijo in proliferacijo celic NK ter celic T. Spodbuja njihove 
efektorske naloge, kot so izločanje citokinov in proizvajanje grancima B ter perforina (Perussiain sod., 
1992; Salcedo in sod., 1993; Aste-Amezaga in sod., 1994). Ob prisotnosti IL-12 pride tudi do 
polarizacije celic T v celice T pomagalke tipa 1 (Th1) (Manetti in sod., 1993; Hsieh in sod., 1993; 
Micallef in sod., 1996). Polega tega IL-12 preprečuje nastanek celic T pomagalk tipa 2 (Th2). 
Efektorske celice T IL-12 programira v efektorske spominske celice T in folikularne celice T 
pomagalke (Chowdhury in sod., 2011; Schmitt in sod., 2013). Neposredno vpliva tudi na APC. 
Aktivacija receptorja za IL-12 poviša sposobnost APC za predstavljanje slabo imunogenih tumorskih 
peptidov in v splošnem predstavljanje antigenov (Grohmann in sod., 1997; Bianchi in sod., 1999). IL-
12 vpliva na imunske celice tudi posredno, prek izločanja dejavnika tumorske nekroze (TNFα), 
granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (GM-CSF), IL-2 in IFNγ. 
Predklinične raziskave na miših brez IL-12 ali receptorja za IL-12 so pokazale, da ima IL-12 
pomembno vlogo v karcinogenezi. Miši brez podenote p35 ali podenote p40 proteina IL-12 so po 
stimulaciji s kancerogeni razvile več tumorjev ali pa so tumorji nastali prej kot pri miših divjega tipa 
(Smyth in sod., 2000; Liu in sod., 2004). Enako se je zgodilo pri miših brez podenote receptorja za IL-
12 (IL12Rβ2) (Airoldi in sod., 2005). Tumorske celice, ki so prekomerno izražale IL-12, po injiciranju 
v miši niso bile sposobne tvorbe tumorja. To so pokazali na melanomskih celicah B16, celicah 
mamarnega karcinoma (TSA) in celicah kolorektalnega karcinoma (CT26). Mehanizmi zavrnitve 
tumorskih celic so se pri treh različnih tumorskih modelih razlikovali. Medtem ko so bile za zavrnitev 
melanomskih celic B16 odgovorne celice prirojenega imunskega sistema, so bile za zavrnitev celic 
linije TSA odgovorne celice T ubijalke in IFNγ. Pri celicah C26 so bile za zavrnitev odgovorne celice 
T pomagalke, celice NK in GM-CSF, ne pa tudi IFNγ (Martinotti in sod., 1995; Cavallo in sod., 1997; 
Zilocchi in sod., 1998; Eisenring in sod., 2010).     
1.4.1.2 Prek IFNγ posredovan odgovor 
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Osrednji mediator odgovora na IL-12 je IFNγ. Imunske celice ga izločajo ob stimulaciji z IL-12 in IL-
2 ter IL-18 (Chan in sod., 1991; Okamura in sod., 1998). Vpliva na APC in prek pozitivne povratne 
zanke poviša izločanje IL-12 (Grohmann in sod., 2001). Poleg tega IFNγ poviša izražanje MHC-1 na 
APC in na ta način poveča procesiranje in predstavljanje antigenov (Zhou, 2009).  
Pomemben je tudi vpliv IFNγ na tumorske celice. In sicer, pri nastanku tumorja in odzivu na terapijo 
(Ikeda in sod., 2002). Ob stimulaciji z IFNγ pride do povišanega izražanja MHC-1 na tumorskih 
celicah, kar pripomore k imunogenosti tumorja (Martini in sod., 2010) (Slika 4).  
 
Slika 4. Shema odziva na IL-12 v tumorskem okolju. Vpliv IL-12 je lahko posreden (prek IFNγ) ali 
neposreden. Ob prisotnosti IL-12 so povišane citotoksične aktivnost celic NK in celic T ubijalk, in sicer prek 
izločanja perforina in grancima. Celice NK, celice T in celice prirojenega imunskega sistema ob prisotnosti IL-
12 izločajo IFNγ. Na ta način IL-12 posredno, prek IFNγ, vpliva na procesiranje in predstavljanje antigenov, 
prek povišanega izražanja ICAM-1 in VCAM-1 poveča adhezijo in tako privabi levkocite v tumorsko okolje ter 
inhibira angiogenezo. IL-12: interlevkin-12; ILC: celice prirojenega imunskega sistema; NK: naravne celice 
ubijalke; CD8+: celice T ubijalke; CD4+: celice T pomagalke; APC: antigen predstavitvene celice, ICAM-1, 
VCAM-1: adhezijski molekuli; GM-CSF: granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor; VEGF: žilni 
endotelni rastni faktor; MMP-9: metaloproteinaza-9. Prirejeno po (Tugues in sod., 2015) z dovoljenjem. 
1.4.1.3 Antiangiogeni učinek IL-12 
Prisotnost IL-12 v tumorskem okolju vpliva tudi na tumorsko žilje. Zaviralni oziroma antiangiogeni 
učinki so posredovani prek IFNγ in kemokinov CXCL9 in CXCL10 ter znižane produkcije žilnega 
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endotelijskega rastnega faktorja (VEGF; angl. »vascular endothelial growth factor«) in 
metaloproteinaze-9 (Sgadari in sod., 1996; Kanegane in sod., 1998; Dias in sod., 1998; Mitola in sod., 
2003). 
Pokazano je bilo, da ima prekomerno izražanje IL-12 v tumorskih celicah B16, poleg vpliva na 
imunski odziv, vpliv tudi na žilje. Natančneje, IL-12 je povečal prisotnost molekul, pomembnih za 
adhezijo levkocitov (ICAM-1, VCAM-1) v žilah, in posredno prek IFNγ zavrl angiogenezo (Sorensen 
in sod., 2010; Eisenring in sod., 2010).   
1.4.2 Genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 
Poznamo različne načine vnosa IL-12 v celice: vnos rekombinantnega proteina, vnos IL-12 z imuno-
citokini, vnos z nanodelci, vnos genetsko spremenjenih celic, ki izražajo IL-12, in gensko terapijo s 
plazmidnimi ali virusnimi vektorji (Tugues in sod., 2015) (Slika 5).  
 
 
Slika 5. Načini dostave IL-12 v tumor. Dostavi IL-12 v obliki rekombinantnega proteina so sledile še genska 
terapija s plazmidi, genska terapija z virusi, imuno-citokini, dostava z nanodelci in tudi uporaba genetsko 
spremenjenih celic, ki izločajo IL-12. Prirejeno po (Tugues in sod., 2015) z dovoljenjem. 
Terapevtski potencial omenjenih terapij so testirali na različnih vrstah tumorjev. Kljub uspešnim 
predkliničnim raziskavam je klinično testiranje sistemske terapije z rekombinantnim IL-12 pripeljalo 
do sistemske toksičnosti, predvsem zaradi sistemsko povišanega IFNγ (Atkins in sod., 1997; Leonard 
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in sod., 1997; Hurteau in sod., 2001). Poleg tega je ob ponavljanju terapije prišlo do zmanjševanja 
učinka IL-12 (Cohen, 1995; Leonard in sod., 1997). Rezultat je ustavil razvoj terapij z 
rekombinantnim IL-12, hkrati pa odprl pot drugim, predvsem lokalnim načinom vnosa IL-12.  
Eden od možnih terapevtskih pristopov je tudi genska terapija. Genska terapija (genska terapija z 
adenovirusi ali genski elektroprenos plazmidne DNA) ali genetsko spremenjene celice povzročijo 
močen lokaliziran imunski odziv in posledično zaostanek v rasti tumorjev brez sistemske toksičnosti 
(Bramson in sod., 1996; Shimizu in sod., 2001; Lucas in sod., 2002; Heinzerling in sod., 2002; Shi in 
sod., 2018). 
V doktorski nalogi smo IL-12 v celice vnesli z genskim elektroprenosom plazmidne DNA z zapisom 
za IL-12 in brez zapisa za odpornost proti antibiotikom (Lampreht Tratar in sod., 2018). Tako kot 
elektrokemoterapija tudi genski elektroprenos temelji na elektroporaciji, le da v celice ne vnašamo 
citostatika, temveč DNA (Titomirov in sod., 1991). Z vnosom plazmida povzročimo izražanje 
transgena, produkcijo citokina IL-12 (Rosazza in sod., 2016). 
1.4.3 Predklinične raziskave genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 
Predklinične raziskave so pokazale, da je genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 učinkovit 
in varen terapevtski pristop za zdravljenje različnih vrst tumorjev (Pavlin in sod., 2009; Heller in 
Heller, 2015; Shirley in sod., 2015; Kos in sod., 2016; Kamenšek in sod., 2017; Lampreht Tratar in 
sod., 2018). Varen je tako za pacienta kot tudi za okolico (Čemažar in sod., 2017). Za razliko od 
virusnega vnosa genski elektroprenos ne povzroča insercijske mutageneze (Bester in sod., 2006). 
Integracija plazmidov v genom je redka (<10-5 stabilnih integracij/transfecirano celico) (Hardee in 
sod., 2017).   
Shirley in sodelavci (Shirley in sod., 2015) so pokazali, da izbira elektrod, električnih pulzov in vrste 
plazmida vpliva na porazdelitev izražanja IL-12 v tumorju ter na tumorske in serumske koncentracije 
IL-12. Posledično pa vpliva tudi na poškodbe tkiva in na infiltracijo tumorjev z imunskimi celicami. 
Najpomembneje, potrdili so rezultate študije z rekombinantnim proteinom. Miši z višjim izražanjem 
citokina IL-12 so namreč slabše odgovorile na terapijo. Poleg tega niso bile bolj odporne na ponovno 
stimulacijo s tumorskimi celicami in niso imele spremenjenih populacij imunskih celic v primerjavi z 
mišmi z nizko izraženim IL-12. Višje izražanje IL-12 ne pomeni nujno boljšega odgovora, saj je bilo 
nižje in kratkotrajno izražanje IL-12 terapevtsko uspešnejše (Shirley in sod., 2015).  
Predklinične raziskave genskega elektroprenosa vključujejo: 1) optimizacijo električnih pulzov za 
genski elektroprenos, 2) optimizacijo plazmidov, 3) optimizacijo doze in 4) mesto izvedbe genskega 
elektroprenosa. 
1.4.3.1 Izbira parametrov električnih pulzov in elektrod 
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Ob genskem elektroprenosu plazmidna DNA naleti na mnogo bioloških ovir, med katerimi sta na 
prvem mestu zunajcelična matrika in plazmalema, sledijo pa jima citoplazma in jedrna ovojnica. Za 
uspešen prehod DNA do jedra so tako potrebni elektropermeabilizacija plazmaleme, elektroforetska 
migracija DNA do membrane, interakcija DNA z membrano, translokacija prek membrane, 
znotrajcelična migracija in prehod DNA skozi jedrno poro ter v končni fazi izražanje transgena. 
Glavni cilj pri optimizaciji električnih pulzov je doseči čim večjo transfekcijo in čim manjšo celično 
smrt  (Rosazza in sod., 2016).  
Sprva so za genski elektroprenos uporabljali enake parametre za električne pulze kot za 
elektrokemoterapijo. Vendar so nadaljnje raziskave pokazale, da so za optimalno transfekcijo 
učinkovitejši daljši električni pulzi z nizko amplitudo (dolžina nekaj ms in amplituda reda velikosti 
100 V/cm do 1000 V/cm) (Mir in sod, 1999). Danes se za genski elektroprenos uporabljajo 
najrazličnejši parametri električnih pulzov. Mednje sodijo tudi bipolarni električni pulzi (Tekle in sod., 
1991; Todorović in sod., 2014) ali kombinacija visokonapetostnih in nizkonapetostnih pulzov, s katero 
najprej dosežemo permeabilizacijo plazmaleme, nato pa elektroforetski premik DNA (Andre in sod., 
2008). Parametre električnih pulzov in elektrode, s katerimi pulze dovajamo, izbiramo glede na 
fiziološko stanje celice in druge celične in tkivne lastnosti (Winterbourne in sod., 1988; Kalinski in 
sod., 1997; Lurquin, 1997; Golzio in sod., 2002; Delgado-Cañedo in sod., 2006). Shirley in sodelavci 
so pokazali, da izbira električnih pulzov in posledično nivo izražanja IL-12 vplivata na dolgotrajno 
imunost. Z izbiro parametrov električnih pulzov je mogoče nadzirati nivo izražanja transgena, ki mora 
biti v primeru IL-12 ravno pravšnji – ne previsok in ne prenizek (Shirley in sod., 2015).  
Ravno pravšnji nivo izražanja IL-12 lahko zagotovimo tudi z izbiro elektrod. Za genski elektroprenos 
IL-12 v mišico, tumor in kožo so bile v predkliničnih raziskavah preizkušene ploščate elektrode 
(Pavlin in sod., 2009; Tevž in sod., 2009; Shirley in sod., 2015; Lampreht Tratar in sod., 2018), 
elektrode MEA (Kos in sod., 2016) in druge. Poleg uravnavanja izražanja transgena vpliva izbira 
elektrod za genski elektroprenos tudi na poškodbe tkiva (Shirley in sod., 2015). Pri transfekciji kože 
povzroči manj poškodb elektroda MEA kot ploščate elektrode (Kos in sod., 2017). 
1.4.3.2 Priprava plazmidov 
V primerjavi z virusnimi in RNA vektorji je plazmidne vektorje lažje in ceneje načrtovati, proizvesti 
in shranjevati. Poleg tega je njihov rok uporabe daljši (Hardee in sod., 2017). Priprava plazmidov 
vključuje optimizacijo zapisa za transgen in njegovega promotorja, pripravo plazmidov brez zapisa za 
odpornost proti antibiotikom in optimizacijo ogrodja plazmida ter velikosti in imunogenosti 
(Tolmachov, 2009; Gill in sod., 2009).  
Glede na želen obseg oziroma časovni in lokacijski nadzor izražanja lahko izbiramo med 
inducibilnimi, konstitutivnimi, endogenimi, eksogenimi, tkivno-specifičnimi ali ne-tkivno-
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specifičnimi promotorji (Papadakis in sod., 2004). Glede na varnostna priporočila je uporaba zapisa za 
odpornost proti antibiotikom na plazmidih odsvetovana (EMA in FDA; angl. »European Medicines 
Agency« in »Food and Drug Administration«, 2019). Plazmide brez zapisa za odpornost proti 
antibiotikom lahko pripravimo s pomočjo tehnologije ORT® (angl. »Operator-Repressor Titration 
Technology«) in X-Mark™ (Williams in sod., 1998). Z ogrodjem plazmida lahko moduliramo 
imunogenost plazmida. Za primer, plazmidi, ki vsebujejo otoke CpG (zaporedja DNA, bogata s 
citozinom in gvaninom) ali eksogene promotorje, so bolj imunogeni (Papadakis in sod., 2004; Gill in 
sod., 2009). Za uspešno transfekcijo pa je pomembna tudi velikost plazmida, z manjšimi plazmidi je 
transfekcija namreč uspešnejša (Hornstein in sod., 2016).  
1.4.3.3 Izbira primerne doze plazmidne DNA 
Študije z rekombinantnim IL-12 so pokazale, da več proteina IL-12 ne pomeni nujno boljšega 
protitumorskega odgovora. Ob visoki koncentraciji IL-12 namreč pride do lokalne supresije prek celic 
T zaviralk, IDO (indolamin 2,3-dioksigenaza) in interlevkina-10 (Gu in sod., 2010). Poleg tega lahko 
pride do sistemske toksičnosti (Cohen, 1995).  
Z genskim elektroprenosom je mogoče časovno in prostorsko nadzirati nivo izražanja transgena. Poleg 
izbire elektrod in električnih pulzov, plazmidov in mesta aplikacije plazmida lahko nivo izražanje 
transgena nadziramo tudi z dozo plazmidne DNA. Dozo plazmidne DNA je treba prilagoditi tudi glede 
na tarčno tkivo (Tevž in sod., 2009; Kos in sod., 2015; Shirley in sod., 2015; Kos in sod., 2016; Shi in 
sod., 2018). Za doseganje optimalnega lokalnega protitumorskega učinka in dolgotrajne imunosti je 
potreben ravno pravšnja koncentracija IL-12. Dosežemo jo z variiranjem doze plazmidne DNA in 
omenjenih parametrov (Shirley in sod., 2015). 
1.4.3.4 Mesto izvedbe genskega elektroprenosa 
Genski elektroprenos je bil do danes uspešen za transfekcijo hrustanca, jeter, kože, mišic, pljuč, 
sečnega mehurja, možganov, roženice, vezi, žil in tumorjev (Scherman in sod., 2002; Trezise in sod., 
2003). Z izbiro mesta izvedbe genskega elektroprenosa lahko časovno in prostorsko nadzirano nivo 
izražanja transgena. Najpogosteje se za genski elektroprenos uporabljajo tumorji, mišice in koža 
(Čemažar in sod., 2006a; Čemažar in Serša, 2007; Pavlin in sod., 2009; Tevž in sod., 2009; Kos in 
sod., 2016; Lampreht Tratar in sod., 2018). V doktorski nalogi smo genski elektroprenos plazmida z 
zapisom za IL-12 izvedli v kožo v peritumoralnem prostoru. 
1.4.3.5 Genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 v kožo 
Zaradi velike površine, dostopnosti in prisotnosti mnogih imunskih celic, predvsem APC, je koža 
atraktivna tarča za genski elektroprenos imunostimulatornih molekul (Foldvari in sod., 2006). Koža je 
sestavljena iz treh plasti, epidermisa, dermisa in podkožja, kjer pri miših najdemo tudi plast podkožnih 
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mišic Panniculus carnosus (Naldaiz-Gastesi in sod., 2018). Vsako od teh plasti sestavljajo drugačne 
celice, zato je pomembno vedeti, katere celice se po genskem elektroprenosu transfecirajo. Zanimiva 
posredna tarča so predvsem imunske celice, ki so po vnosu transgena sposobne izzvati imunski odziv 
(Gothelf in Gehl, 2010). 
Genski elektroprenos plazmida za transfekcijo kože je bil prvič raziskan že leta 1991. Titomirov in 
sodelavci so uspešno transfecirali fibroblaste mišje kože (Titomirov in sod., 1991). Od takrat je bilo 
preizkušenih mnogo protokolov, ki variirajo v živalskih modelih, uporabljenih plazmidih in elektrodah 
ter parametrih (Gothelf in Gehl, 2010). Med njimi je bil tudi genski prenos plazmida z zapisom za IL-
12. Heller in sodelavci (Heller in sod., 2001) so pokazali, da genski elektroprenos plazmida z zapisom 
z IL-12 v kožo s ploščatimi elektrodami povzroči sistemsko povišanje IFNγ. Na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana je bil raziskan peritumoralni genski 
elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12, in sicer s ploščatimi elektrodami (Pavlin in sod., 2009). 
Izkazal se je kot učinkovit za zdravljenje sarkoma (SA-1), pri 16 % živali je povzročil popolne 
odgovore, spremljali sta ga značilno povišani tumorska in serumska koncentracija IL-12 in IFNγ. 
Poleg tega je imel genski elektroprenos v kožo izventarčni učinek, povzročil je namreč zaostanek v 
rasti oddaljenih nezdravljenih tumorjev (Pavlin in sod., 2009). S sistemskim protitumorskim učinkom 
genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 je povezano posredovanje imunskega sistema. 
Posredovanje pa ni nujno odvisno od izločanja IL-12 v krvni obtok oziroma povišanja serumske 
koncentracije IL-12 (Daud in sod., 2008; Shirley in sod., 2015; Čemažar in sod., 2017). 
Za učinkovit, varen ter časovno in prostorsko nadzorovan vnos plazmidne DNA v kožo so na Oddelku 
za eksperimentalno onkologijo Onkološkega Inštituta Ljubljana optimizirali genski elektroprenos 
plazmida z zapisom za IL-12. Testirali so genski elektroprenos z več-točkovno elektrodo (MEA) s 
krožno razporeditvijo šestih elektrodnih konic (Kos in sod., 2015), optimizirali parametre električnih 
pulzov (Kos in sod., 2016) in ga primerjali z genskim elektroprenosom s ploščatimi elektrodami (Kos 
in sod., 2017).  
Prednosti uporabe elektrode MEA v primerjavi s ploščatimi elektrodami za transfekcijo kože so 
naslednje: 1) višje in dlje trajajoče izražanje transgena, 2) večja aktivacija humoralnega in celično-
posredovanega imunskega odziva, 3) boljši terapevtski učinek in 4) manj poškodb kože (Kos in sod., 
2015; Kos in sod., 2016; Kos in sod., 2017).  
V okviru doktorskega dela smo genski elektroprenos izvedli v kožo okrog tumorja (peritumoralno). Za 
transfekcijo globljih plasti kože v peritumoralnem prostoru smo uporabili opisano elektrodo MEA, 
visokonapetostne električne pulze (amplituda 170 V/cm, dolžina pulza 150 ms, 12 pulzov s frekvenco 
frekvenca 0,4/1,39 Hz) in dozo plazmida 50 µg.  
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1.4.4 Uporaba genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 v klinični praksi 
Prva klinična študija faze 1 za genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 je potekala pri 
bolnikih z malignim melanomom (Daud in sod., 2008; Daud in sod., 2014). V študiji so izvedli genski 
elektroprenos z intratumoralnim injiciranjem plazmida, električne pulze pa aplicirali s krožnimi 
igelnimi elektrodami. Testirali so različne doze plazmida in raziskali dozno odvisno toksičnost, 
stranske učinke ter odgovor na terapijo. Med najpogostejše stranske učinke, ki so nastopili med in vivo 
elektroporacijo, spadata bolečina ob aplikaciji električnih pulzov. Slednjo so odpravili z uporabo 
anestetikov. Po terapiji z najvišjo testirano dozo plazmida niso opazili dozno odvisnih stranskih 
učinkov, kar je velika prednost v primerjavi s terapijo z rekombinantnim IL-12 (Atkins in sod., 1997; 
Leonard in sod., 1997; Hurteau in sod., 2001; Mahvi in sod., 2007). So pa Daud in sodelavci po 
terapiji opazili dozno odvisno povišanje koncentracije IL-12 in IFNγ v tumorjih. Poleg tega so bili 
tumorji in peritumoralna področja kože infiltrirani z limfociti. Na drugi strani se serumske 
koncentracije omenjenih proteinov med in po terapiji niso spreminjale (Daud in sod., 2008). 
Najpomembneje, po terapiji so se tako zdravljene kot nezdravljene lezije zmanjšale. Sistemski učinek 
lokalne terapije so opazili pri 53–62 % pacientov. Genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 
tako, za razliko od samega injiciranja plazmida z zapisom za IL-12, pri večini pacientov doda 
sistemsko komponento terapije (Daud in sod., 2008; Daud in sod., 2014). 
Do danes je bilo zaključenih 6 kliničnih študij, ki so obravnavale genski elektroprenos plazmida z 
zapisom za IL-12 za zdravljenje tumorjev, 2 študiji trenutno še potekata (ClinicalTrials.gov, 2019). 
Vendar je bil do danes genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 za zdravljenje tumorjev v 
klinični fazi preizkušen le po intratumoralni aplikaciji plazmida (ClinicalTrials.gov, 2019). 
Intradermalni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 se v kliničnih študijah sicer uporablja 
pri vakcinaciji (ClinicalTrials.gov, 2019). 
1.5 Kombinirane terapije 
Rak je kompleksna bolezen. Za razliko od začetnih stadijev raka, zaradi agresivnosti in odpornosti na 
terapije uspešnost zdravljenja malignega melanoma še vedno ne dosega pričakovanj (Polkowska in 
sod., 2016). Poleg vpeljave novih terapij je ena od strategij za zdravljenje tumorjev kombiniranje 
uveljavljenih terapij z novejšimi terapijami, ki vplivajo na komponente imunskega sistema (Serša in 
sod., 2015; Calvet in Mir, 2016; Kleinovink in sod., 2016; Liu in sod., 2018). Glavni cilj kombinirane 
terapije je doseči ne le protitumorski učinek na primarnem tumorju, temveč tudi sistemski 
protitumorski odgovor (Sullivan in Flaherty, 2015; Polkowska in sod., 2016). 
1.5.1 Kombinacija elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 
Do danes je bilo testiranih že mnogo kombinacij. Ena od njih je tudi kombinacija elektrokemoterapije 
z imunoterapijami (Serša in sod., 2015; Calvet in Mir, 2016). Vloga imunoterapije v kombinaciji je ali 
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spodbujanje in aktivacija imunskega odziva (z IL-2, IL-12, IL-15, GM-CSF, TNFα) ali zaviranje 
imunoloških zavor (z zaviralci imunskih kontrolnih točk) (Miklavčič in sod., 2014; Brizio in sod., 
2015; Mozzillo in sod., 2015; Serša in sod., 2015; Calvet in Mir, 2016; Heppt in sod., 2016). 
V doktorski nalogi smo testirali kombinacijo elektrokemoterapije s peritumoralnim genskim 
elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-12 na mišjem malignem melanomu B16F10 (Serša in sod., 
2015) (Slika 6).  
 
Slika 6. Predpostavljena kombinacija elektrokemoterapije in peritumoralnega genskega elektroprenosa 
plazmida z zapisom za IL-12. Kombinacija predpostavljeno deluje sinergistično; elektrokemoterapija povzroči 
in situ vakcinacijo, genski elektroprenos pa ojača imunski odziv in doda sistemski protitumorski učinek. 
Prirejeno po (Serša in sod., 2015) z dovoljenjem. 
Čeprav elektrokemoterapija v 50–80 % povzroči popolne odgovore (Mali in sod., 2013), sistemski 
protitumorski učinek do danes še ni bil opisan. Intratumoralna elektrokemoterapija povzroči apoptozo, 
nekrozo, imunogeno celično smrt, izločanje DAMPs in citokinov ter na ta način deluje kot in situ 
vakcinacija (Calvet in sod., 2014; Serša in sod., 2015). Za doseganje popolnih odgovorov mora 
elektrokemoterapija doseči in ubiti vse celice tumorja, to pa je v večini primerov tehnično 
neizvedljivo. Imunski odziv je tako nepogrešljiv pri odgovoru na terapijo (Serša in sod. 1997; Medler 
in sod., 2015). Poleg citotoksičnih učinkov so prav imunostimulatorne značilnosti naredile 
elektrokemoterapijo zanimivo za kombiniranje z imunoterapijami (Calvet in sod., 2014; Serša in sod., 
2015; Calvet in Mir, 2016). Predpostavljeno je bilo, da genski elektroprenos plazmida z zapisom za 
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IL-12 prek vpliva na prirojen in pridobljen imunski sistem pripomore k protitumorskemu učinku 
lokalno na primarnem tumorju. Poleg tega pa elektrokemoterapiji doda sistemsko komponento 
terapijo, protitumorski učinek na oddaljene nezdravljene metastaze (Serša in sod., 2015). 
1.6 Izventarčni učinek 
Vpliv lokalne terapije na oddaljene nezdravljene metastaze, izventarčni učinek (angl. »abscopal 
effect«) (Slika 7) so prvič opisali že pred petdesetimi leti, in sicer po radioterapiji (Mole, 1953; 
Nobler, 1969). Kljub temu danes še vedno iščemo odgovore in rešitve, da bi lahko učinek postal 
klinično relevanten (Ngwa in Ouyang, 2017). Znano pa je, da je izventarčni učinek posredovan prek 
imunskega odziva na lokalno radioterapijo. Formenti in Demaria sta namreč pokazali, da je za 
doseganje izventarčnega učinka nujno potrebno umiranje celic z imunogeno celično smrtjo. Na ta 
način se v tumorju zgodi in situ vakcinacija (Formenti in Demaria, 2012). Mediatorji odgovora so pri 
tem celice T. Pri miših brez celic T namreč z enako terapijo do izventarčnega učinka ni prišlo 
(Demaria in sod., 2004; Formenti in Demaria, 2009; Kepp in sod., 2014). 
Predklinične študije na mišjem kolorektalnem karcinomu (CT26) in mišjem pljučnem karcinomu 
(LLC) so pokazale, da tudi elektrokemoterapija s cisplatinom lahko pripelje do izventarčnega učinka 
(Tremble in sod., 2019). Izventarčni učinek po intratumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z 
zapisom za IL-12 so dokazali na mišjem malignem melanomu B16F10 (Mukhopadhyay in sod., 2018) 
in tudi v humani kliniki (Daud in sod., 2008). Prav tako je bil izventarčni učinek dokazan po 
intratumoralnem in peritumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 (ploščate 
elektrode) na mišjem sarkomu (SA-1) (Pavlin in sod., 2009).  
 
Slika 7. Shematski prikaz izventarčnega učinka (angl. »abscopal effect«) po lokalni terapiji. Od leve proti 
desni: 1) Lokalna terapija na eni od metastaz metastatskega melanoma, 2) zdravljen tumor in oddaljeni 
nezdravljeni tumorji se zmanjšajo in 3) popoln odgovor oziroma izventarčni učinek. Slika je nastala v okviru 
doktorske disertacije. 
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V doktorski nalogi nas je zanimalo, ali lahko izventarčni učinek dosežemo na mišjem malignem 
melanomu B16F10, in sicer, po sami elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom oziroma po 
kombinirani terapiji, ki vključuje elektrokemoterapijo s cisplatinom ali oksaliplatinom in 
peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12.  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1 Namen 
Medtem ko je cisplatin že uveljavljen citostatik v elektrokemoterapiji, njegov analog oksaliplatin še 
čaka na ovrednotenje. Glede na najnovejša znanja mnogi citostatiki povzročajo imunogeno celično 
smrt (Wang in sod., 2018a). Slednja lahko doprinese k njihovi protitumorski učinkovitosti, posebno ob 
dodatni imunostimulaciji organizma (Serša in sod., 2015). Namen doktorske naloge je preučiti 
učinkovitost intratumoralne elektrokemoterapije z oksaliplatinom in jo primerjati z 
elektrokemoterapijo s cisplatinom. Glede na možne različne imunomodulatorne lastnosti cisplatina in 
oksaliplatina lahko pričakujemo razlike v njuni učinkovitosti v kombinirani terapiji, pri kateri za 
zdravljenje melanoma kombiniramo elektrokemoterapijo s cisplatinom ali oksaliplatinom in genski 
elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12. Preveriti smo želeli tudi, v kolikšni meri lahko 
peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 poveča lokalno učinkovitost 
elektrokemoterapije in ali lahko spodbudi tudi sistemski odgovor – protitumorski  učinek na oddaljene 
nezdravljene tumorje in/ali metastaze, posredovan s spodbujanjem imunskega sistema. 
2.2 Hipoteze 
1. Elektrokemoterapija z oksaliplatinom ima ob modificiranju doze primerljiv protitumorski 
učinek na melanomu kot elektrokemoterapija s cisplatinom. 
2. Peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za interlevkin-12 je učinkovit pri 
spodbujanju lokalnega učinka elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom in ima 
protitumorski učinek na oddaljene nezdravljene tumorje in/ali metastaze. 
2.3 Specifični cilji 
Zastavili smo si naslednje specifične cilje: 
1. Primerjati citotoksičnost cisplatina in oksaliplatina ter elektrokemoterapije s cisplatinom in 
elektrokemoterapije z oksaliplatinom na celični liniji mišjega melanoma B16F10 in vitro.  
2. Optimizirati intratumoralno elektrokemoterapijo z oksaliplatinom za uporabo in vivo in 
primerjati protitumorsko učinkovitost terapije z elektrokemoterapijo s cisplatinom. 
3. Optimizirati število ponovitev peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom 
za mišji IL-12 za uporabo na mišjem melanomu B16F10 in vivo. 
4. Ovrednotiti protitumorski učinek elektrokemoterapije s cisplatinom ali elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom v kombinaciji s peritumoralnim genskim elektroprenosom plazmida z zapisom 
za IL-12. 
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5. Raziskati vpliv izbire citostatika (cisplatin ali oksaliplatin) v kombinaciji z genskim 
elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-12 na imunski odziv organizma in protitumorski 
učinek na oddaljene nezdravljene tumorje in/ali metastaze. 
2.4 Zasnova raziskave 
Raziskovalno delo je bilo razdeljeno na pet delovnih sklopov (DS) z naslednjimi delovnimi nalogami 
(DN): 
DS 1: Primerjava citotoksičnosti cisplatina in oksaliplatina ter elektroporacije s cisplatinom in 
oksaliplatinom na celični liniji mišjega melanoma B16F10 in vitro. 
-DN 1.1: Primerjava citotoksičnosti ob izpostavitvi celic cisplatinu ali oksaliplatinu ter 
elektroporaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom.  
-DN 1.2: Določanje vsebnosti platine v celicah in vezava platine na DNA po izpostavitvi celic 
cisplatinu ali oksaliplatinu ter ob elektroporaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom.  
-DN 1.3: Določanje označevalcev za imunogeno celično smrt po izpostavitvi celic cisplatinu 
ali oksaliplatinu ter po elektroporaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom.  
DS 2: Optimizacija intratumoralne elektrokemoterapije z oksaliplatinom in primerjava z 
elektrokemoterapijo s cisplatinom in vivo na mišjem melanomu B16F10. 
-DN 2.1: Protitumorska učinkovitost elektrokemoterapije z oksaliplatinom pri različnih dozah 
citostatika in primerjava z elektrokemoterapijo s cisplatinom. 
-DN 2.2: Določanje vsebnosti platine v tumorjih in serumu po terapiji z enako koncentracijo 
cisplatina ali oksaliplatina ter po elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom.  
-DN 2.3: Imunohistokemijsko ovrednotenje odziva na terapijo v tumorju (nekroza, apoptoza, 
infiltracija imunskih celic v tumor). 
DS 3: Optimizacija števila ponovitev peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za 
IL-12 na mišjem melanomu B16F10. 
-DN 3.1: Optimizacija peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 
za uporabo in vivo glede na število ponovitev terapije. 
 -DN 3.2: Protitumorska učinkovitost terapije glede na število ponovitev terapije. 
DS 4: Ovrednotenje protitumorskega učinka elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom v 
kombinaciji s peritumoralnim genskim elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-12. 
-DN 4.1: Protitumorska učinkovitost terapije glede na vrsto citostatika v kombinaciji (cisplatin 
ali oksaliplatin). 
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-DN 4.2: Imunohistokemijsko ovrednotenje odziva na terapijo v tumorju (nekroza, apoptoza, 
infiltracija imunskih celic v tumor). 
DS 5: Vpliv izbire citostatika (cisplatin ali oksaliplatin) v kombinaciji z genskim elektroprenosom 
plazmida z zapisom za IL-12 na imunski odziv organizma oziroma učinek na oddaljene nezdravljene 
tumorje in/ali metastaze. 
-DN 5.1: Protitumorska učinkovitost na oddaljenih nezdravljenih tumorjih in/ali metastazah. 
-DN 5.2: Imunohistokemijsko ovrednotenje oddaljenih nezdravljenih tumorjev in/ali metastaz 
(apoptoza, nekroza, infiltracija imunskih celic v tumor). 
-DN 5.3: Ponovna stimulacija s tumorskimi celicami ob ozdravitvi živali. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Poskusi in vitro 
3.1.1 Tumorska celična linija 
Celice mišjega malignega melanoma B16F10 (American Type Culture Collection, ZDA) smo gojili 
pri standardnih pogojih (37 °C, 5 % CO2, 95 % relativna vlažnost) v obogatenem gojišču (Advanced 
Minimum Essential Medium, Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki smo mu dodali 5 % fetalni goveji 
serum (FBS; Thermo Fisher Scientific), 10 mM L-glutamina (Thermo Fisher Scientific), 100 U/ml 
penicilina (Grünenthal, Nemčija)  in 50 mg/ml gentamicina (Krka, Slovenija).  
3.1.2 Izpostavitev celic cisplatinu, oksaliplatinu in/ali električnim pulzom 
Celice mišjega malignega melanoma B16F10 smo namnožili do eksponentne faze rasti, odstranili 
gojišče in ploščo sprali z 1 x fosfatnim pufrom (PBS). Celice smo ločili od rastne podlage s tripsinom 
(37 °C). Ko so se odlepile od podlage, smo tripsin inaktivirali z gojiščem z dodanim FBS. Po 
centrifugiranju (1400 rpm, 5 min, sobna temperatura (ST)) smo celice sprali s 5 ml ohlajenega (4 °C) 
elektroporacijskega pufra (125 mM saharoza, 10 mM K2HPO4, 2,5 mM KH2PO4, 2 mM MgCl2 x 
6H2O), po dodatnem centrifugiranju (1400 rpm, 5 min, ST) pa pripravili celično suspenzijo s 
koncentracijo 2,2 x 107 celic/ml (v elektroporacijskem pufru). Gostoto celične suspenzije smo določili 
z uporabo hemocitometra. Za test klonogenosti smo na plošči s 24 prostorčki 90 µl celične suspenzije 
zmešali z 10 µl sveže pripravljene raztopine 1 x PBS (za kontrolno skupino), oziroma cisplatina 
(Cisplatina Kabi, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Nemčija) ali oksaliplatina (Oxaliplatin Teva, 
VB) v želeni koncentraciji. Polovico (50 µl) celične suspenzije smo prenesli med ploščati elektrodi iz 
nerjavečega jekla s premerom 2 mm in dovedli električne pulze (260 V, 100 µs, 1 Hz, 8 pulzov; 
generator električnih pulzov GT-01, Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v Ljubljani, Slovenija). 
Druga polovica je služila kot kontrola, celice so bile izpostavljene cisplatinu ali oksaliplatinu, ne pa 
tudi električnim pulzom. Po elektroporaciji smo celično suspenzijo prenesli na ploščo in jo za 5 min 
inkubirali na ST, nato pa ji dodali 2 ml gojišča s FBS. Gojišče s FBS smo dodali tudi celični 
suspenziji, ki je bila izpostavljena citostatiku. Celične suspenzije smo nato uporabili za nadaljnje teste. 
3.1.3 Test klonogenosti 
Preživetje celic oziroma njihov reprodukcijski potencial po izpostavitvi citostatikom in/ali električnim 
pulzom  smo določali s testom klonogenosti. Test temelji na delitveni sposobnosti celic in sposobnosti 
celic za tvorbo celičnih kolonij. Iz celičnih suspenzij smo po izpostavitvi celic cisplatinu, oksaliplatinu 
in/ali električnim pulzom pripravili dodatne redčitve, nato pa smo na plošče s premerom 6 cm nasadili 
od 200 (kontrola), 400 (elektroporirane celice) do 3000 (najvišje koncentracije citostatika v 
kombinaciji z električnimi pulzi) celic. Po 6 dneh smo plošče pobarvali s kristal vijoličnim (Sigma-
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Aldrich, ZDA), raztopljenim v metanolu, in prešteli kolonije. Kolonijo je sestavljalo 50 celic ali več. 
Najprej smo iz razmerja med številom zraslih kolonij in številom nasajenih celic izračunali uspešnost 
nasaditve celic (PE; angl. »plating efficiancy«) (enačba 1), nato pa smo iz razmerja med uspešnostjo 
nasaditve celic, izpostavljenih cisplatinu, oksaliplatinu in/ali električnim pulzom, in kontrolnih celic, 
izračunali delež preživelih celic (SF; angl. »surviving fraction«) (enačba 2).  
𝑃𝑃𝑃𝑃 (%) =  𝑛𝑛𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧ℎ 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑧𝑧𝑘𝑘𝑘𝑘𝑧𝑧𝑘𝑘
𝑛𝑛𝑘𝑘𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑘𝑘𝑛𝑛𝑘𝑘𝑧𝑧ℎ 𝑐𝑐𝑛𝑛𝑧𝑧𝑧𝑧𝑐𝑐    (1)                𝑆𝑆𝑆𝑆 (%) = 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑧𝑧𝑧𝑧𝑖𝑖𝑘𝑘𝑧𝑧𝑖𝑖𝑧𝑧𝑖𝑖𝑧𝑧𝑘𝑘𝑛𝑛𝑘𝑘𝑧𝑧ℎ 𝑐𝑐𝑛𝑛𝑧𝑧𝑧𝑧𝑐𝑐𝑃𝑃𝑃𝑃𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑖𝑖𝑧𝑧𝑘𝑘𝑧𝑧𝑘𝑘𝑧𝑧ℎ 𝑐𝑐𝑛𝑛𝑧𝑧𝑧𝑧𝑐𝑐     (2) 
Rezultate smo predstavili kot delež preživelih celic. Vsak biološki poskus smo izvedli v treh tehničnih 
ponovitvah. Biološki poskus smo ponovili najmanj trikrat. Grafično smo določili tudi IC50, inhibitorno 
koncentracijo, pri kateri se preživetje celic zmanjša za 50 %. 
3.1.4 Označevanje celic za analizo na pretočnem citometru 
Za določanje vrste celične smrti po izpostavitvi celic cisplatinu, oksaliplatinu in/ali električnim 
pulzom, smo celice označili s protitelesi proti aneksinu V (protein, ki je vezan na fosfatidilserin in ob 
translokaciji na zunanjo stran plazmaleme označuje zgodnjo apoptozo; označen s FITC) in z barvilom 
7 amino-aktinomicin D (7AAD; prehaja v permeabilizirane celice, se veže na DNA in označuje celice 
v pozni fazi apoptoze in v nekrozi) (Crowley in sod., 2016), ki sta bila del komercialno dostopnega 
kita (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7AAD, BioLegend, ZDA). In sicer, 24 h po 
izpostavitvi citostatiku in/ali električnim pulzom smo zbrali gojišče, ki je vsebovalo mrtve celice, in s 
tripsiniziranjem zbrali pritrjene celice. Nadaljnje rokovanje s celicami je potekalo po navodilu 
proizvajalca. Fluorescenco označenih celic oziroma delež enojno in dvojno pozitivnih celic smo 
izmerili s pomočjo pretočnega citometra (FACSCanto II flow cytometer, BD Biosciences, ZDA). Za 
detekcijo fluorescence smo uporabili laser 488 nm in filtra 530 nm in 650 nm. Negativna kontrola 
(neoznačene kontrolne celice) in kontrolna skupina (označene kontrolne celice) sta služili za določitev 
mej med negativnimi, enojno pozitivnimi in dvojno pozitivnimi celicami. Rezultate smo analizirali s 
pomočjo programske opreme pretočnega citometra (BD FACSDiva 8.0, BD Biosciences) in jih podali 
kot delež enojno- in dvojno-pozitivnih celic. 
Z namenom določanja deleža celic, ki so umrle z imunogeno celično smrtjo, smo celice po izpostavitvi 
cisplatinu, oksaliplatinu in/ali električnim pulzom označili s protitelesi proti kalretikulinu. Zanimal nas 
je le kalretikulin v plazmalemi, saj je prerazporeditev kalretikulina iz endoplazemskega retikla v 
plazmalemo eden od treh glavnih označevalcev imunogene celične smrti (Obeid in sod., 2007). 
Postopek smo izvedli tako, da smo 4 h ali 24 h po izpostavitvi celic citostatiku in/ali električnim 
pulzom zbrali gojišče in celice. Izvedli smo centrifugiranje (1400 rpm, 5 min, 4 °C) in nato celice 
sprali z ohlajenim PBS (4 °C). Celice smo fiksirali v 0,25 % paraformaldehidu (Alfa Aesar, Nemčija) 
v PBS za 5 min. Po spiranju z ledenim PBS smo celice za 25 min inkubirali na ledu s primarnimi 
protitelesi proti kalretikulinu (Abcam, VB), redčenimi v pufru (1 % goveji serumski albumin (BSA) v 
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PBS, razmerje 1:1000). Po dvakratnem spiranju s PBS (4 °C) smo celice označili s sekundarnimi 
protitelesi (kozja protitelesa proti zajčjim protitelesom, Alexa Fluor 488, Abcam). Sledilo je dvakratno 
spiranje z ohlajenim PBS, nato pa smo označene celice resuspendirali v 300 µl ohlajenega PBS ter 
izvedli meritve na pretočnem citometru (FACS Canto II flow cytometer, BD Biosciences), 
opremljenim z laserjema 488 nm in 633 nm. Z uporabo propidijevega jodida (PI, Sigma-Aldrich), ki se 
je vezal na DNA permeabiliziranih celic, smo ločevali med živimi pozitivnimi celicami in mrtvimi 
pozitivnimi celicami. S pretočnim citometrom smo izmerili najmanj 100000 dogodkov. Iz analize smo 
izključili drobir in dvojne celice. Negativno kontrolo (neoznačene kontrolne celice) in celice iz 
kontrolne skupine (označene kontrolne celice) smo uporabili za postavljanje mej med negativno in 
pozitivno populacijo. Vsaka biološka ponovitev je vsebovala dve tehnični ponovitvi. Poskus smo 
ponovili trikrat. Označene celice smo pogledali pod konfokalnim mikroskopom in zajeli 
reprezentativne slike (Zeiss Confocal LSM 800, Zeiss, Nemčija).  
3.1.5 Določanje vsebnosti platine v celicah in vezavo platine na DNA  
Potenciacijo v privzemu citostatikov cisplatina in oksaliplatina v celice in potenciacijo v vezavi platine 
na DNA ob elektroporaciji smo izmerili z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-
MS, Agilent Technologies, model 7900x, Japonska). Celice smo 20 min po elektroporaciji 
resuspendirali v 1,5 ml PBS in centrifugirali (1500 rpm, 10 min, ST). Po centrifugiranju smo odstranili 
supernatant in pelete celic do analize shranili na -20 °C. Pelete smo uporabili za določanje potenciacije 
v privzemu citostatika cisplatina ali oksaliplatina (merjeno kot vsebnost platine v vzorcu) v celice po 
elektroporaciji. Za izolacijo DNA smo, po metodi z izsoljevanjem (Miller in sod., 1988), iz 
zmrznjenih peletov izolirali DNA. Celice smo v prvem koraku lizirali s pufrom za lizo (1 % SDS, 10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, proteinaza K (0,2 µg/ml)). Po 30 min stresanja celic v pufru za lizo na 55 
°C smo mikrocentrifugirke ohladili, jim dodali 120 µl 4 mM NaCl in stresali za 15 s. Po 
centrifugiranju (1300 rpm, 6 min, ST) smo zbrali supernatant, ponovno centrifugirali in ponovno 
zbrali supernatant. Pelet, ki je nastal po centrifugiranju, je pomenil celične komponente brez DNA. Iz 
supernatanta pa smo izolirali DNA tako, da smo najprej dodali 1 ml 70 % etanola in s pomočjo 
obračanja mikrocentrifugirke oborili DNA. Po centrifugiranju (1300 rpm, 2 min, 4 °C) smo odstranili 
supernatant, pelet DNA pa posušili in nato resuspendirali v 100 µl prečiščene vode brez endotoksina 
(miliQ).  Koncentracijo DNA smo izmerili spektofotometrično, z merjenjem absorpcije pri valovni 
dolžini 260 nm (Epoch Microplate Spectroophotometer; Take3 Micro-Volume Plate, BioTek, 
Nemčija). Kontaminacijo vzorcev DNA s proteini smo ovrednotili s primerjanjem absorbance pri 260 
nm in 280 nm, vzorci so bili primerno čisti, ko je bilo razmerje A260/A280  ≥ 1,8.   
Vzorce celic, vzorce DNA in vzorce celičnih komponent, različnih od DNA, smo pred analizo za 36 h 
(90 °C) inkubirali v 250-500 µl mešanice HNO3 in H2O2 (1:1). Po razgradnji smo mešanici dodali 100 
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µl HCl, da je raztopina postala bistra, in vzorce razredčili v vodi miliQ. Koncentracijo platine v vzorcu 
smo izmerili z merjenjem izotopa platine 195Pt z ICP-MS. 
3.1.6 Izolacija in priprava plazmidne DNA 
Kot vektorski sistem za transfekcijo celic smo v doktorski nalogi uporabili plazmidno DNA (plazmid). 
Za genski elektroprenos smo uporabili dva plazmida, terapevtski plazmid pORF-mIL-12-ORT in 
kontrolni plazmid pCTRL-ORT. Terapevtski plazmid je vseboval zapis za mišji heterodimerni protein 
IL-12 oziroma njegovi podenoti Il12a (p35) in Il12b (p40), pod skupnim konstitutivnim promotorjem 
EF-1α/HTLV. Kontrolni plazmid je vseboval le ogrodje, brez zapisa za IL-12. Oba plazmida sta bila 
brez zapisa za odpornost proti antibiotikom. Pripravljena sta bila že predhodno, s pomočjo standardnih 
molekularnih metod in tehnologije X-mark in ORT® (Lampreht Tratar in sod., 2018). 
Za pridobivanje večjih količin plazmida smo v tekočem mediju LB (medij Luria-Bertani, 10 g 
triptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, destilirana voda do 1 l) namnožili bakterijske celice seva 
Escherichia coli DH1-ORT in iz njih s pomočjo komercialno dostopnega kita Endo-Free Plasmid 
Mega Kit (Qiagen, Nemčija) izolirali plazmid. Postopek izolacije smo izvedli po navodilih 
proizvajalca. Ustreznost, koncentracijo in čistost izoliranega plazmida smo preverili 
spektrofotometrično ter z restrikcijsko analizo in agarozno gelsko elektroforezo. Za nadaljnjo uporabo 
smo plazmid redčili v vodi miliQ do koncentracije 0,625 µg/µl. 
3.2 Poskusi in vivo 
3.2.1 Živalski modeli 
V doktorski nalogi smo za in vivo raziskave uporabili od 6 do 8 tednov stare mišje samice seva 
C57Bl/6 (registrirana vzrejna organizacija Envigo Laboratories, Italija). Miši so bile nastanjene pri 
standardnih, specifičnih patogenov prostih, živalskih kolonijah pri stalnih pogojih (20–24 °C, 55 ± 10 
% relativna vlažnost) in dnevno-nočnemu ciklu (12/12 h). Hrana in voda sta bili na razpolago ad 
libitum. Pred vključitvijo v poskus so bile živali vsaj 14 dni v karanteni. Miši smo evtanazirali z 
metodo cervikalne dislokacije z izkrvavitvijo ali z inhalacijo CO2 v komori. Raziskave so potekale v 
skladu z navodili in dovoljenjem Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano Republike 
Slovenije (številka dovoljenja U34401-1/2015/17) ter v skladu z evropsko direktivo za poskuse na 
živalih. Pri poskusih na živalih smo se držali načela 3R.  
3.2.2 Indukcija podkožnih tumorjev 
Celice mišjega malignega melanoma B16F10 smo gojili in vitro, kot je opisano v poglavju 3.1.1. En 
dan pred indukcijo tumorjev smo miši obrili na desnem boku. Za indukcijo tumorjev smo na desni bok 
miši v podkožje injicirali celično suspenzijo s koncentracijo 1 x 106 celic/100 µl fiziološke raztopine. 
S terapijo smo začeli, ko so tumorji dosegli volumen 35–40 mm3. Posamezna skupina miši je 
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vsebovala od 6 do 9 živali. Miši smo v skupine razdelili naključno. Vsak poskus je poleg terapevtskih 
skupin vseboval tudi kontrolno skupino. 
3.2.3 Model za sistemsko bolezen 
Pri modelu za sistemsko bolezen smo tumorje inducirali na oba, predhodno obrita boka miši. In sicer, 
na isti dan smo na desni bok miši injicirali celično suspenzijo z 1 x 106 celic/100 µl fiziološke 
raztopine, na levi bok miši pa celično suspenzijo z 0,7 x 106 celic/100 µl fiziološke raztopine. Terapijo 
smo, ko so desni tumorji dosegli volumen 35–40 mm3, izvedli le na desnem tumorju, spremljali pa 
smo rast obeh tumorjev, desnega in levega.  
3.2.4 Elektrokemoterapija in vivo 
Citostatik smo tik pred uporabo po potrebi redčili v fiziološki raztopini in ga do uporabe hranili v temi. 
Elektrokemoterapijo smo izvedli s cisplatinom ali oksaliplatinom (1,67–6,66 mM). Miši so bile med 
terapijo v inhalacijski anesteziji z izofluranom (Nicholas Piramal India LTD, VB). Citostatik 
(terapevtska skupina) ali fiziološko raztopino (kontrolna skupina) volumna 40 µl smo počasi in 
previdno injicirali v sredino tumorja (intratumoralno). Da bi ob aplikaciji električnih pulzov zagotovili 
boljšo prevodnost, smo na štiri stranice tumorja (na pravokotnih straneh) nanesli prevodni gel 
(AquaUltra Basic Ultragel, Madžarska). Dve minuti po injiciranju smo s ploščatimi elektrodami 
dovedli 8 (4 x 2) električnih pulzov v dveh, med seboj pravokotnih smereh (1300 V/cm, 100 µs, 1 Hz, 
generator električnih pulzov ELECTRO Cell B10 HVLV, BETA tech, Francija).  
3.2.5 Peritumoralni genski elektroprenos IL-12 in vivo 
Za peritumoralni genski elektroprenos smo uporabili suspenzijo plazmida pORF-mIL-12-ORT ali 
plazmida pCTRL-ORT s koncentracijo 0,625 µg/µl. Miši so bile med terapijo v inhalacijski anesteziji 
z izofluranom. Pretok izofluorana v indukcijski komori je bil na začetku, oziroma dokler miši niso 
zaspale, 3 %. Ko so živali zaspale, smo pretok zmanjšali na 2 %. Anestezijo smo med terapijo 
vzdrževali tako, da so imele miši glavo v uspavalni maski. Plazmid (50 µg) smo injicirali 
intradermalno na 4 mesta (4 x 20 µl) v neposredno bližino tumorja (peritumoralno). Kontrolnim 
skupinam smo injicirali kontrolni plazmid pCTRL-ORT ali vodo miliQ. Takoj po injiciranju smo z 
več-točkovno elektrodo (MEA) s krožno razporeditvijo šestih elektrodnih konic na razdalji 3,5 mm 
med vsako konico (Iskra Medical, Slovenija) dovedli električne pulze (12 pulzov, 170 V/cm, 150 ms, 
frekvenca 0,4/1,39 Hz, generator električnih pulzov Cliniporator, IGEA, Italija).  
3.2.6 Kombinirana terapija 
Kombinirana terapija je vključevala elektrokemoterapijo s cisplatinom (40 µg) ali oksaliplatinom (85 
µg) (poglavje 3.2.4) in enkratni ali večkratni peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom 
za IL-12 (poglavje 3.2.5). Med kombinirano terapijo so bile živali v inhalacijski anesteziji z 
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izofluranom. Najprej smo izvedli peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12, čez 
5 min pa še elektrokemoterapijo. Pri optimizaciji števila ponovitev peritumoralnega genskega 
elektroprenosa smo, poleg kombinirane terapije na dan 0, dodatne ponovitve genskega elektroprenosa 
izvedli v dveh različnih protokolih 1) na dan 2 in 4 ali 2) na dan 6, 10 in 14. 
Terapije, ki smo jih raziskali v doktorski disertaciji, so definirane v Tabeli 2.  
Tabela 2. Uporabljene terapije v doktorski disertaciji.  
Ime terapije Opis terapije Podroben opis 
izvedbe terapije 
Elektrokemoterapija Intratumoralna elektrokemoterapija s cisplatinom ali 
oksaliplatinom  
Poglavje 3.2.4 
Genski elektroprenos Peritumoralni genski elektroprenos plazmida pORF-mIL-12-ORT 
ali pCTRL-ORT intradermalno 
Poglavje 3.2.5 
Kombinirana terapija Intratumoralna elektrokemoterapija s ciplatinom ali 
oksaliplatinom v kombinaciji s peritumoralnim genskim 
elektroprenosom plazmida pORF-mIL-12-ORT. 
Poglavje 3.2.6 
Kombinirana terapija s 
ponovljenim genskim 
elektroprenosom 
Intratumoralna elektrokemoterapija v kombinaciji s ponovljenim 
peritumoralnim genskim elektroprenosom plazmida pOFR-mIL-
12 ORT. 
Poglavje 3.2.6 
 
V nadaljevanju bodo v besedilu terapije označevali termini elektrokemoterapija, genski elektroprenos 
in kombinirana terapija. 
3.2.7 Spremljanje zaostanka v rasti tumorjev in počutja laboratorijskih živali 
Vpliv terapije na rast tumorjev smo spremljali vsak drugi dan, in sicer z merjenjem tumorjev z 
digitalnim kljunastim merilom. Izmerili smo tri razdalje: najdaljši premer (a), premer, pravokoten na a 
(b) in debelino (c) tumorja. Volumen tumorja smo izračunali z enačbo za prostornino elipsoida 
(enačba 3). 
𝑉𝑉 = 𝑎𝑎 𝑥𝑥 𝑏𝑏 𝑥𝑥 𝑐𝑐 𝑥𝑥 𝜋𝜋
6
  (3) 
Živali so bile v poskusu, dokler niso tumorji dosegli 350 mm3. V primeru opaženih znakov slabega 
počutja ali ulceracije tumorja smo miš humano usmrtili. 
Rezultate smo prikazali s Kaplan-Meierjevim grafom oziroma s krivuljami preživetja, pri katerih smo 
kot dogodek določili volumen 300 mm3, ali z rastnimi krivuljami, ki so prikazovale povprečno 
vrednost volumna tumorjev vseh miši iz skupine na določeno časovno točko po terapiji.  
To, da je bila žival 100 dni po terapiji brez tumorja, smo ovrednotili kot ozdravitev oziroma popolni 
odgovor. Pri miših s popolnimi odgovori smo izvedli ponovno stimulacijo s tumorskimi celicami. In 
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sicer, en dan pred indukcijo smo miši obrili po levem boku, naslednji dan pa po enakem postopku kot 
opisano v 3.2.2 injicirali tumorske celice. 
Pri modelu za sistemsko bolezen (opisan v poglavju 3.2.3) smo spremljali zaostanek v rasti obeh 
tumorjev, desnega zdravljenega tumorja in levega nezdravljenega tumorja. Sistemski protitumorski 
učinek (angl. »abscopal effect«) je pomenil značilen zaostanek v rasti levega nezdravljenega tumorja. 
Rezultate smo prikazali z rastnimi krivuljami desnega zdravljenega tumorja in levega nezdravljenega 
tumorja. 
Izračunali smo faktor modificiranja doze oksaliplatina v elektrokemoterapiji za doseganje 
protitumorske učinkovitosti, primerljive z elektrokemoterapijo s cisplatinom.  
3.2.8 Histološka analiza tumorjev 
Za podrobnejši vpogled v dogajanje v tumorjih po terapiji smo na šesti dan po terapiji miši humano 
usmrtili in jim odvzeli tumorje skupaj s kožo. Za vsako terapevtsko ali kontrolno skupino smo odvzeli 
3 tumorje. Takoj po odvzemu smo tumorje prerezali na polovice in jih za 24 h fiksirali v cinkovem 
fiksativu (BD Biosciences). Do vklapljanja v parafin smo tumorje nato hranili v 70 % etanolu. 
Pripravili smo zaporedne histološke rezine debeline 2-3 µm. Na prvi rezini smo izvedli klasično 
barvanje s hematoksilinom in eozinom, na naslednjih pa imunohistokemijsko barvanje s protitelesi 
proti kaspazi 3 (Cell Signaling Technology, USA), grancimu B (Abcam), IL-12 (Abcam) in Foxp3 
(angl. »forkhead box protein«, Abcam). Ene rezine nismo barvali, služila je kot negativna kontrola. Za 
imunohistokemijsko barvanje smo uporabljali komercialno dostopna kompleta za barvanje Rabbit-
specific HRP/DAB detection IHC kit (Abcam) in EXPOSE Rabbit-specific HRP/AEC detection IHC 
kit (Abcam). Postopke smo izvedli po navodilih proizvajalca. Natančneje, deparafinizacija je potekala 
v ksilolu (15 min), hidracija pa v 100 % etanolu (10 min), 96 % etanolu (10 min), 70 % etanolu (10 
min) in 1 x PBS (5 min). Antigene smo izpostavili z inkubacijo preparatov v vrelem 10 mM Na-
citratnemu pufru (Sigma-Aldrich) z dodanim detergentom Tween®20 (0,05 %,VWR, ZDA) za 25 min. 
Nadaljevali smo po protokolu proizvajalca. Na koncu smo rezine dodatno pobarvali s hematoksilinom. 
Slike rezin smo zajeli s pomočjo  svetlobnega mikroskopa (BX-51 microscope, Olympus, Nemčija) in 
kamere (DP72 CCD Camera, Olympus) pod 400x povečavo (numerična apertura 0,85). Rezultate smo 
prikazali v obliki reprezentativnih slik. Prisotnost pozitivnih celic (za grancim B in kaspazo 3) smo 
tudi kvantificirali. Kvantifikacijo smo izvedli tako, da smo poslikali 5 naključnih viabilnih polj znotraj 
tumorja za vsako skupino. Kvantifikacijo pozitivnega signala smo neodvisno izvedli trije raziskovalci. 
Rezultate smo prikazali grafično, kot povprečje števila grancim B ali kaspaza 3 pozitivnih celic na 
vidno polje pri 400x povečavi. Tudi področja nekroze smo ocenili trije neodvisni raziskovalci, 
rezultate pa prikazali kot delež nekroze, kjer celoten tumor predstavlja 100 %. 
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3.2.9 Določanje koncentracije IL-12 v mišjem serumu z imunokemijskim testom ELISA 
Da bi pokazali sistemsko prisotnost IL-12 po terapiji, smo mišim 2, 4 ali 6 dni po terapiji odvzeli kri in 
z imunokemijskim testom ELISA (angl. »enzyme-linked immunosorbent assay«; ELISA Quantikine 
Mouse IL-12 p70 Immunoassay, R&D Systems, ZDA) izmerili koncentracijo IL-12 v serumu. Kri smo 
odvzeli iz intraorbitalnega sinusa s pomočjo steklene pipete, jo prenesli v epruveto z gelom za 
izolacijo seruma (Vacuette serum tube with gel, Greiner Bio-One International AG, Nemčija) in 
shranili na 4 °C za najmanj 30 min, da je koagulirala. Za izolacijo seruma iz krvi smo po inkubaciji kri 
centrifugirali (3000 rpm, 10 min, ST). Po centrifugiranju smo supernatant (serum) prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in ga do analize shranili na -80 °C. Test ELISA smo izvedli po navodilih 
proizvajalca. Za vsako skupino smo testirali tri miši. Rezultate smo grafično predstavili kot 
koncentracijo IL-12 v serumu. 
3.2.10 Določanje vsebnosti platine v mišjem serumu in v tumorjih  
Koncentracijo platine smo po elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom določili v mišjem 
serumu in tumorjih. Vzorce smo odvzeli 1 h po terapiji. Mišji serum smo pridobili, kot je opisano v 
3.2.8. Za določanje platine v tumorju smo 1 h po terapiji miši, ki smo ji predhodno odvzeli kri, odvzeli 
še tumor. Tumor smo stehtali, nato pa ga s pomočjo skalpela razrezali na manjše koščke in mu dodali 
3 ml hladnega PBS. Za pripravo celične suspenzije smo suspenzijo prenesli na celični filter (Cell 
strainer, 40 µl-sized pores, Sigma-Aldrich) in filtrirali. Suspenzijo smo nato centrifugirali (1500 rpm, 
5 min, 4 °C), odstranili supernatant in iz peleta izolirali DNA, kot je opisano v poglavju 3.1.5. Analizo 
z ICP-MS smo izvedli na serumskih vzorcih, vzorcih DNA in vzorcih celičnih komponent, različnih 
od DNA, kot je opisano v poglavju 3.1.5. 
3.3 Statistična analiza 
Za statistično analizo smo uporabili programsko opremo SigmaPlot 13 (Systat Software Inc., VB). Vse 
pridobljene eksperimentalne podatke smo najprej testirali s testom normalne porazdelitve (test 
Shapiro-Wilk). Ob normalni porazdelitvi smo podatke predstavili kot povprečno vrednost (AM) in 
standardno napako (SE). Kadar podatki niso bili normalno porazdeljeni, smo jih prikazali kot srednjo 
vrednost (mediana) s pripadajočima kvantiloma. Statistično značilne razlike med skupinami smo 
ugotavljali s testom enosmerne analize variance (One-way ANOVA), katere skupine so se med sabo 
razlikovale, pa s post-hoc testi (Holm-Sidak testom ali Dunn's testom ali s Tukey's test). Vrednosti so 
bile statistično značilno različne ob pogoju p < 0,05. 
3.4 Slike 
Slike v doktorski disertaciji smo izdelali sami. Po predhodno pridobljenem dovoljenju smo uporabili 
tudi že objavljene sheme in slike, ki so ustrezno citirane.  
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4 REZULTATI 
Rezultati doktorske naloge so glede na namen razdeljeni v tri sklope. V prvem delu smo na celicah in 
tumorjih B16F10 preverili citotoksičnost in protitumorsko učinkovitost elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom in jo primerjali z že uveljavljeno elektrokemoterapijo s cisplatinom. Po aplikaciji 
električnih pulzov samih ali v kombinaciji z oksaliplatinom ali cisplatinom sta nas zanimala tudi dva 
mehanizma v ozadju. To sta potenciacija v privzemu in vezavi platine na DNA in vrsta celične smrti, 
ki nastopi po terapiji. S poskusi in vivo smo določili dozo oksaliplatina v elektrokemoterapiji za 
doseganje protitumorske učinkovitosti, primerljive z elektrokemoterapijo s cisplatinom. V drugem 
sklopu smo optimizirali število ponovitev genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12. 
Enkratni in trikratni genski elektroprenos smo nato testirali v kombinaciji z enako učinkovito 
elektrokemoterapijo s cisplatinom ali oksaliplatinom (kombinirana terapija). V tretjem sklopu pa smo 
preverili protitumorsko učinkovitost kombinirane terapije na lokalni in sistemski ravni, imunski 
spomin in tumorje histološko ovrednotili.  
Uporabljeni termini za terapije, elektrokemoterapija, genski elektroprenos in kombinirana terapija, so 
opisani v poglavju 3.2.6 v Tabeli 2. 
4.1 Primerjava citotoksičnosti cisplatina in oksaliplatina ter elektrokemoterapije s cisplatinom 
in elektrokemoterapije z oksaliplatinom na celični liniji mišjega melanoma B16F10 in vitro 
Raziskovanje v sklopu doktorske naloge smo pričeli z in vitro poskusi. Namen dela je bil preveriti 
citotoksičnost oksaliplatina na celični liniji mišjega malignega melanoma B16F10 in jo primerjati s 
citotoksičnostjo cisplatina. Poleg tega nas je zanimalo, kako aplikacija električnih pulzov vpliva na 
privzem oksaliplatina v celice in posledično na reprodukcijsko sposobnost celic. S tem namenom smo 
po izpostavitvi celic oksaliplatinu ali cisplatinu (5 µM-150 µM) in električnim pulzom izvedli test 
klonogenosti, citometrično določili delež apoptotskih in nekrotskih celic (pri IC50) ter delež celic, ki 
umirajo z imunogeno celično smrtjo. Nenazadnje nas je zanimala tudi potenciacija v privzemu platine 
in vezavi platine na DNA po aplikaciji električnih pulzov.  
4.1.1 Primerjava citotoksičnosti ob izpostavitvi celic cisplatinu ali oksaliplatinu ter elektroporaciji s 
cisplatinom ali oksaliplatinom  
Kratka, 5-minutna izpostavitev celic cisplatinu ali oksaliplatinu ni statistično značilno zmanjšala 
reprodukcijske sposobnosti celic B16F10. Citotoksičnost oksaliplatina in cisplatina (5 µM-100 µM) je 
bila primerljiva. Aplikacija električnih pulzov je statistično značilno povečala citotoksičnost tako 
cisplatina kot tudi oksaliplatina. In sicer, ob aplikaciji pulzov smo pri IC50 opazili sedemkratno 
zmanjšanje sposobnosti za tvorjenje kolonij v primerjavi s samo inkubacijo s cisplatinom ali 
oksaliplatinom. Pokazali smo, da je oksaliplatin v primeru, ko ga kombiniramo z električnimi pulzi, 
visoko citotoksičen na celicah B16F10. Citotoksičnost oksaliplatina v kombinaciji z električnimi pulzi 
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je primerljiva s citotoksičnostjo cisplatina v kombinaciji z električnimi pulzi pri vseh testiranih 
koncentracijah citostatika (Slika 8a). Citotoksičnost cisplatina in oksaliplatina ali kombinacije 
citostatika in električnih pulzov (elektrokemoterapija in vitro) smo testirali tudi citometrično. 
Elektroporacija celic ali izpostavitev celic cisplatinu ali oksaliplatinu ni statistično značilno povečala 
deleža apoptotskih in nekrotskih celic v primerjavi s kontrolno skupino. Kombiniranje izpostavitve 
celic citostatiku in električnim pulzom je statistično značilno povečala delež apoptotskih celic v 
primerjavi s kontrolno skupino (Slika 8b).  
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Slika 8. Citotoksičnost oksaliplatina je povečana ob hkratni aplikaciji električnih pulzov na celicah 
mišjega malignega melanoma B16F10. To smo dokazali a) s testom klonogenosti in b) citometrično z 
označevanjem apoptotskih in nekrotskih celic. Podatki prikazujejo AM ± SE treh bioloških ponovitev. 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. EP: elektroporacija, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin. 
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4.1.2  Določanje vsebnosti platine v celicah in vezave platine na DNA po izpostavitvi celic cisplatinu 
ali oksaliplatinu ter ob elektroporaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom  
Električni pulzi so ob hkratni izpostavitvi cisplatinu ali oksaliplatinu statistično značilno povečali 
privzem platine v celice B16F10 (5–50 µM) v primerjavi s samo izpostavitvijo celic cisplatinu ali 
oksaliplatinu. Pri ekvimolarni koncentraciji cisplatina ali oksaliplatina je bila potenciacija v privzemu 
primerljiva (Slika 9a). Koncentracija platine, vezane na DNA, je korelirala s privzemom v celice in je 
bila primerljiva po elektroporaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom. Električni pulzi so povečali 
privzem platine za faktor 7,5 po izpostavitvi oksaliplatinu in električnim pulzom ter za faktor 4,6 po 
izpostavitvi cisplatinu in električnim pulzom (Slika 9b).  
a)                                                                         
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Slika 9. Električni pulzi povečajo privzem oksaliplatina v celice B16F10 in vezavo platine na DNA. 
Privzem in vezava sta primerljivi po elektroporaciji z oksaliplatinom in elektroporaciji s cisplatinom in 
statistično značilno večji (p < 0,05) v primerjavi s samo izpostavitvijo cisplatinu ali oksaliplatinu. Na sliki je 
prikazan a) privzem platine v celice B16F10 in b) vezava platine na DNA. Podatki prikazujejo AM ± SE treh 
bioloških ponovitev. Statistično značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. EP: električni pulzi, CDDP: 
cisplatin, OXA: oksaliplatin. 
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4.1.3  Določanje označevalcev za imunogeno celično smrt po izpostavitvi celic cisplatinu ali 
oksaliplatinu ter po elektroporaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom  
Imunogena celična smrt je definirana z najmanj tremi dogodki, prerazporeditvijo kalretikulina iz 
endoplazemskega retikla v plazmelemo ter sprostitvijo ATP in proteina Hmgb1 (Galluzzi in sod., 
2016). V doktorski nalogi nas je zanimalo, ali celice B16F10 po elektroporaciji s cisplatinom ali 
oksaliplatinom umirajo z imunogeno celično smrtjo. S tem namenom smo citometrično izmerili delež 
celic, pozitivnih za kalretikulin. Pokazali smo, da kratka (5 min) ali daljša (4 h) izpostavitev cisplatinu 
ali oksaliplatinu ni spremenila deleža za kalretikulin pozitivnih celic B16F10, delež je bil primerljiv 
kontrolni skupini (Slika 10a). Električni pulzi so statistično značilno povečali delež celic, pozitivnih za 
kalretikulin, v primerjavi s kontrolno skupino. Do povišanja je prišlo v vseh skupinah, v katerih so bile 
celice elektroporirane, ne glede na to, ali je bil elektroporaciji dodan cisplatin ali oksaliplatin (sama 
elektroporacija: 29 %, elektroporacija s cisplatinom: 30 %, elektroporacija z oksaliplatinom: 33 %). 
Povišanje smo opazili tako pri živih (negativne za PI) kot tudi pri permeabiliziranih oziroma mrtvih 
celicah B16F10 (pozitivne za PI) (Slika 10a, 10b).  
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Slika 10. Električni pulzi vodijo do prerazporeditve kalretikulina iz endoplazemskega retikla v  
plazmalemo celic B16F10. a) S pretočno citometrijo in b) z mikroskopijo smo pokazali, da v primerjavi s 
kontrolo pride do statistično značilnega (p < 0,05) povečanja deleža za kalretikulin pozitivnih celic po 
elektroporaciji sami, elektroporaciji s cisplatinom in elektroporaciji z oksaliplatinom. Graf prikazuje delež živih, 
kalretikulin pozitivnih celic (negativne za PI) in delež mrtvih, kalretikulin pozitivnih celic (pozitivne za PI). 
Podatki prikazujejo AM ± SE treh bioloških ponovitev.  Statistično značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. 
EP: električni pulzi, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin, CRT: kalretikulin, PI: propidijev jodid. 
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4.2 Optimizacija intratumoralne elektrokemoterapije z oksaliplatinom in primerjava z 
elektrokemoterapijo s cisplatinom in vivo na mišjem melanomu B16F10 
Z namenom primerjave protitumorske učinkovitosti intratumoralne elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom in elektrokemoterapije s cisplatinom na mišjem malignem melanomu B16F10 smo 
izvedli in vivo eksperiment na miših seva C57Bl/6. Po elektrokemoterapiji in vivo smo primerjali 
vsebnost platine v serumu, vezavo platine na DNA in druge celične komponente tumorskih celic. Na 
šesti dan po terapiji smo odvzeli tumorje za histološko analizo.  
4.2.1 Protitumorska učinkovitost intratumoralne elektrokemoterapije z oksaliplatinom pri različnih 
dozah citostatika in primerjava z elektrokemoterapijo s cisplatinom 
Elektrokemoterapija s cisplatinom ali oksaliplatinom je statistično značilno podaljšala preživetje živali 
in imela statistično značilno boljši protitumorski učinek v primerjavi s kontrolno skupino (p = 0,008 in 
p = 0,007) in kemoterapijo z oksaliplatinom ali kemoterapijo s cisplatinom (p = 0,007 in p = 0,007). 
Povprečno preživetje živali, zdravljenih z elektrokemoterapijo z oksaliplatinom (3,33 mM), je bilo 23 
dni (23 ± 0,9), po elektrokemoterapiji s cisplatinom (3,33 mM) pa 33 dni (33 ± 1,8), kar je statistično 
značilno (p = 0,007) daljše preživetje v primerjavi z elektrokemoterapijo z oksaliplatinom (Slika 11a). 
Na drugi strani je bilo povprečno preživetje po elektrokemoterapiji z visokimi dozami cisplatina ali 
oksaliplatina (6,66 mM) primerljivo. Smo pa po elektrokemoterapiji s cisplatinom (6,66 mM), za 
razliko od elektrokemoterapije z oksaliplatinom (6,66 mM), opazili 20 % ozdravitev, kar pomeni, da 
so bile živali 100 dni po terapiji brez tumorjev (Slika 11b).  
a)   
 
 
Se nadaljuje. 
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b)  
 
c) 
 
Slika 11. Elektrokemoterapija z oksaliplatinom je manj učinkovita kot elektrokemoterapija s cisplatinom.  
Preživetje živali je po a) elektrokemoterapiji s cisplatinom ali b) elektrokemoterapiji z oksaliplatinom statistično 
značilno (p < 0,05) podaljšano v primerjavi s kontrolno skupino ali kemoterapijo z oksaliplatinom ali 
cisplatinom. c) Zaostanek v rasti tumorjev je povečan po elektrokemoterapiji s cisplatinom in 
elektrokemoterapiji z oksaliplatinom v primerjavi s kemoterapijo s cisplatinom ali oksaliplatinom. Podatki 
prikazujejo AM ± SE. N = 6 miši. Statistično značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. EP: električni pulzi, 
EKT: elektrokemoterapija, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin. 
V nadaljevanju smo želeli določiti ekviefektivno dozo oksaliplatina in cisplatina v elektrokemoterapiji 
za zdravljenje mišjega malignega melanoma B16F10. Doze citostatikov, ki smo jih testirali, so bile 
klinično relevantne (1,67 mM–6,66 mM). Miši so prestale terapije brez zapletov, teža po terapiji je 
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variirala v mejah normale (± 5 %). Protitumorski učinek je bil pri vseh testiranih dozah cisplatina in 
oksaliplatina 8–10-krat višji kot pri kemoterapiji. Elektrokemoterapija z oksaliplatinom je bila enako 
učinkovita kot elektrokemoterapija s cisplatinom, ko smo dozo oksaliplatina povišali za faktor 1,6. 
4.2.2 Določanje vsebnosti platine v tumorjih in serumu po terapiji z enako dozo cisplatina ali 
oksaliplatina ter po elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom  
Koncentracije platine v serumu se po elektrokemoterapiji s cisplatinom in elektrokemoterapiji z 
oksaliplatinom ni razlikovala (podatki niso prikazani). Po kemoterapiji z oksaliplatinom in cisplatinom 
smo v tumorjih opazili primerljivo vezavo platine na DNA in druge celične komponente. 
Elektroporacija je statistično značilno (p < 0,05) povišala privzem platine v tumorske celice tako s 
cisplatinom (za faktor 3,3) kot tudi z oksaliplatinom (za faktor 5,4). Količina platine, vezane na DNA 
in druge celične komponente, se po elektrokemoterapiji s cisplatinom in oksaliplatinom ni razlikovala 
(Slika 12).  
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Slika 12. Električni pulzi povečajo privzem oksaliplatina v celice B16F10 in vivo. Platina je vezana tako na 
DNA kot tudi na druge celične komponente. Podatki prikazujejo AM ± SE. N = 3 miši. Statistično značilne 
razlike (p < 0,05) so označene z *. EKT: elektroporacija, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin. 
4.2.3 Imunohistokemijsko ovrednotenje odziva tumorja na elektrokemoterapijo  
Z namenom histološkega ovrednotenja in primerjave odziva tumorjev na kemoterapijo z 
oksaliplatinom ali cisplatinom ter elektrokemoterapijo z enim ali drugim citostatikom smo šest dni po 
terapiji odvzeli tumorje. Zanimala so nas področja nekroze, apoptoze ter infiltracija tumorjev z za 
grancim B pozitivnimi naravnimi celicami ubijalkami in celicami T ubijalkami (Lieberman, 2010). 
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Histološka analiza je pokazala, da so tumorji po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom ali 
elektrokemoterapiji s cisplatinom značilno manjši od tumorjev, zdravljenih s kemoterapijo z 
oksaliplatinom ali kemoterapijo s cisplatinom. Elektroporacija je statistično značilno (p < 0,05) 
povečala področja apoptoze in nekroze, tako v primeru oksaliplatina kot tudi v primeru cisplatina 
(Slika 13a in 13b). Področja nekroze so bila v primerjavi s kontrolno skupino ali kemoterapijo samo 
po elektrokemoterapiji statistično značilno večja (p < 0,05). Prav tako smo po elektrokemoterapiji z 
oksaliplatinom ali elektrokemoterapiji s cisplatinom opazili statistično značilno (p < 0,05) povišano 
infiltracijo tumorjev z grancim B pozitivnimi imunskimi celicami v primerjavi s kemoterapijo samo ali 
kontrolno skupino (Slika 13c). Število tumor-infiltrirajočih grancim B pozitivnih imunskih celic je 
koreliralo z izpostavitvijo kalretikulina, ki smo jo dokazali in vitro (Slika 13d). 
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c)                                                                 
         
d)                                                                     
Tumor-infiltrirajoče grancim B pozitivne imunske celice
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Slika 13. Histološka analiza tumorjev po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom ali cisplatinom. a) Prerez 
tumorjev B16F10, barvanih s hematoksilinom in eozinom. Tumorje smo odvzeli 6 dni po kemoterapiji s 
cisplatinom ali oksaliplatinom in elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom. b) Delež nekroze in 
apoptoze v tumorjih B16F10 po kemoterapiji ali elektrokemoterapiji. c) Reprezentativni prikaz infiltracije 
imunskih celic, pozitivnih za grancim B, po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom. Na mikrografiji so s puščico 
označene grancim B pozitivne imunske celice. d) Prerazporeditev kalretikulina v plazmalemo korelira z 
infiltracijo imunskih celic, pozitivnih za grancim B. Podatki prikazujejo AM ± SE. N = 3 miši. Statistično 
značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. EP: električni pulzi, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin.  
4.3  Optimizacija števila ponovitev peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z 
zapisom za IL-12 na mišjem melanomu B16F10 
Genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 smo raziskali z namenom nadaljnje uporabe v 
kombinirani terapiji z elektrokemoterapijo. Prvi cilj je bil potrditi izražanje transgena IL-12 v 
peritumoralnem prostoru v koži. V nadaljevanju smo preverili protitumorski učinek enkratnega 
peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12. Sledila je optimizacija števila 
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ponovitev genskega elektroprenosa. Primerjali smo protitumorski učinek in infiltracijo imunskih celic 
v kožo v peritumoralnem prostoru po enkratnem ali trikratnem genskem elektroprenosu plazmida z 
zapisom za IL-12. Nenazadnje nas je zanimalo tudi, ali po enkratnem ali trikratnem peritumoralnem 
genskem elektroprenosu pride do sistemskega sproščanja IL-12. S tem namenom smo izvedli 
imunohistokemijsko barvanje IL-12, grancima B in izmerili koncentracijo IL-12 v serumu s pomočjo 
imunokemijskega testa ELISA. 
4.3.1 Optimizacija peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 za 
uporabo in vivo glede na število ponovitev terapije 
Z imunohistokemijskim barvanjem smo po enkratnem in trikratnem genskem elektroprenosu IL-12 
potrdili izražanje IL-12 v tumorju in v peritumoralnem prostoru (Slika 14a). Po enkratnem ali 
trikratnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 v primerjavi s kontrolno skupino 
nismo zaznali statistično značilnega povišanja koncentracije IL-12 v serumu miši (Slika 14b). 
a)          
       
b) 
 
Slika 14. Koncentracija IL-12 v mišjem serumu in lokalna prisotnost IL-12 po enkratnem ali trikratnem 
peritumoralnem genskem elektroprenosu plazmida pORF-mIL-12-ORT. a) Prisotnost IL-12 v 
peritumoralnem prostoru in tumorju. S puščicami so označene IL-12 pozitivne celice. b) Grafično so prikazane 
serumske koncentracije IL-12 posameznih živali in vrednost mediana. N = 3 miši. Preparati so slikani pod 10x in 
40x povečavo. Negativni tumorji: -, pozitivni tumorji: +. 
- + + + 
Kontrola                              IL-12 p.t./GET                         IL-12 p.t./GET                     IL-12 p.t./GET 3x            
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4.3.2 Protitumorska učinkovitost terapije glede na število ponovitev genskega elektroprenosa 
Protitumorska učinkovitost peritumoralnega genskega elektroprenosa je odvisna od vrste plazmida in 
števila ponovitev genske terapije (Slika 15a, 15b). 
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Slika 15. Peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 na mišjem malignem 
melanomu B16F10.  a) Preživetje in b) čas, ko tumorji dosežejo 200 mm3 po enkratnem ali trikratnem genskem 
elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 ali kontrolnega plazmida. Podatki so prikazani z grafom Kaplan-
Meier in s časom, ko tumorji dosežejo 200 mm3 (AM ± SE). N = 6 miši. Statistično značilne razlike (p < 0,05) so 
označene z * (primerjava s Kontrolo) in # (primerjava s Kontrolo/EP). EP: elektroporacija, GET: genski 
elektroprenos, p.t.: peritumoralno, pCTRL: kontrolni plazmid pCTRL-ORT.  
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Natančneje, po elektroporaciji sami, injiciranju plazmidov peritumoralno ali po enkratnem 
peritumoralnem genskem elektroprenosu kontrolnega plazmida (pCTRL-ORT) in enkratnem genskem 
elektroprenosu terapevtskega plazmida (pORF-mIL-12-ORT) nismo opazili zaostanka v rasti tumorjev 
B16F10 oziroma statistično značilno daljšega preživetja živali v primerjavi s kontrolno skupino. 
Statistično značilen zaostanek v rasti tumorjev B16F10 (p < 0,001)  in statistično značilno podaljšano 
preživetje živali (p = 0,002) v primerjavi s kontrolno skupino smo dosegli le po trikratnem genskem 
elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 (pORF-mIL-12-ORT) (Slika 15). Rezultati so prikazani s 
Kaplan-Meierjevim grafom preživetja (Slika 15a). Primerjali smo tudi čas, ko so tumorji dosegli 
volumen 200 mm3. Pri kontrolni skupini so tumorji dosegli 200 mm3 pri 3,9 ± 0,1 dneva, po enkratni 
ponovitvi genskega elektroprenosa plazmida pORF-mIL-12-ORT pri 6,2 ± 0,5 dneva, po trikratni 
ponovitvi pa pri 8,5 ± 0,7 dneva, statistično značilno več kot pri kontrolni skupini (Slika 15b). 
4.4 Ovrednotenje protitumorskega učinka elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom 
v kombinaciji s peritumoralnim genskim elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-12 
Na mišjem melanomu B16F10 smo preverili, ali genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 
potencira protitumorski učinek elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom na lokalni in 
sistemski ravni. Genski elektroprenos smo dodali k enako učinkoviti elektrokemoterapiji s cisplatinom 
oziroma oksaliplatinom. Poleg tega nas je zanimalo tudi, ali ponavljanje genskega elektroprenosa 
plazmida z zapisom za IL-12 vodi do boljšega protitumorskega učinka kot enkratna kombinirana 
terapija.  
Z namenom ovrednotenja učinka terapije smo šest dni po terapiji mišim odvzeli tumorje. Izvedli smo 
barvanje s hematoksilinom in eozinom ter imunohistokemijsko barvanje s protitelesi proti grancimu B, 
ki označuje efektorske imunske celice, to so celice T ubijalke in naravne celice ubijalke (Lieberman, 
2010), ter proteinu Foxp3, ki označuje celice T zaviralke (Sayed in sod., 2014).  
4.4.1 Protitumorska učinkovitost terapije glede na vrsto citostatika v kombinirani terapiji 
Genski elektroprenos IL-12 je statistično značilno potenciral protitumorski učinek tako 
elektrokemoterapije z oksaliplatinom (p = 0,003) kot tudi elektrokemoterapije s cisplatinom (p = 
0,003). S slednjo smo dosegli 38 % popolnih odgovorov (Slika 16a in 16b). Čas, ko so tumorji dosegli 
200 mm3, je bil pri kontrolni skupini 3,9 ± 0,1 dneva, po elektroporaciji sami 4,2 ± 0,1 dneva, po 
peritumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 6,2 ± 0,5 dneva, po 
elektrokemoterapiji s cisplatinom 23,4 ± 3,2 dneva, po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom 23,7 ± 1,7 
dneva, po kombinirani terapiji s cisplatinom v elektrokemoterapiji 42,4 ± 5,5 dneva, po kombinirani 
terapiji z oksaliplatinom v elektrokemoterapiji pa 30,1 ± 1,4 dneva (Slika 16a in 16b). Kombinirana 
terapija je v primerjavi z elektrokemoterapijo statistično značilno podaljšalo preživetje živali 
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(elektrokemoterapija z oksaliplatinom in kombinirana terapija z oksaliplatinom: p = 0,026; 
elektrokemoterapija s cisplatinom in kombinirana terapija s cisplatinom: p = 0,017) (Slika 16a in 16b).  
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Slika 16. Peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 potencira učinek 
elektrokemoterapije in podaljša preživetje živali z malignim melanomom B16F10. a) Kombinirana terapija 
z elektrokemoterapijo z oksaliplatinom in b) kombinirana terapija z elektrokemoterapijo s cisplatinom. Podatki 
so prikazani s Kaplan-Meierjevim grafom in rastnimi krivuljami tumorjev. Prikazan je tudi čas, ko tumorji 
dosežejo volumen 200 mm3. N = 6-8 miši. Statistično značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. EP: električni 
pulzi, GET: genski elektroprenos, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin, p.t.: peritumoralno. 
4.4.2 Protitumorska učinkovitost kombinirane terapije glede na število ponovitev genskega 
elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 
Da bi preverili, ali lahko dodatne ponovitve genskega elektroprenosa potencirajo lokalni protitumorski 
učinek, smo primerjali tri različne terapije. Poleg kombinirane terapije z enkratnim genskim 
elektroprenosom plazmida pORF-mIL-12-ORT smo ponovitve genskega elektroprenosa izvedli v 
dveh različnih protokolih: 1) na dan 2 in 4 ter 2) na dan 6, 10 in 14. Pokazali smo, da je enkratna 
izvedba genskega elektroprenosa v kombinaciji dovolj. Dodatno ponavljanje genskega elektroprenosa 
plazmida z zapisom za IL-12 namreč ni vodilo do statistično značilno boljšega terapevtskega učinka. S 
kombinirano terapijo smo dosegli 38 % ozdravitev, s kombinirano terapijo s ponavljajočim genskim 
elektroprenosom v kratkih intervalih (na dan 2 in 4) 16,7 %, s kombinirano terapijo s ponavljajočim 
genskim elektroprenosom v daljših intervalih (6, 10, 14) pa 44 % ozdravitev (Slika 17).  
 
Slika 17. Ponavljanje peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 ne potencira 
protitumorskega učinka kombinirane terapije na malignem melanomu B16F10. Preživetje živali po 
kombinirani terapiji z enkratnim ali trikratnim genskim elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-12 je 
primerljivo. Podatki so prikazani s Kaplan-Meierjevim grafom. N = 6-9 miši. NS: ni statistično značilnih razlik 
(p > 0,05). GET: genski elektroprenos, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin. 
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4.4.3 Imunohistokemijsko ovrednotenje odziva na terapijo 
Z namenom opisa dogajanja po genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 v koži 
peritumoralno smo šest dni po terapiji odvzeli tumorje in kožo ter izvedli barvanje s hematoksilinom 
in eozinom ter imunohistokemijsko barvanje proteinov grancim B in Foxp3. 
Že po barvanju s hematoksilinom in eozinom smo opazili, da je prišlo v peritumoralnem prostoru, na 
mestu, kjer smo izvedli genski elektroprenos, do infiltracije kože z imunskimi celicami. To se je 
zgodilo tako po enkratnem kot tudi po trikratnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-
12 (Slika 18a). Pri kontrolni skupini infiltrata nismo opazili. Z imunohistokemijskim barvanjem smo 
pokazali, da so v peritumoralnem prostoru po genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 
prisotne grancim B pozitivne imunske celice. Grancim B pozitivnih celic v peritumoralnem prostoru 
pri kontrolni skupini nismo opazili (Slika 18b). V tumorjih B16F10 smo po enkratnem ali trikratnem 
genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 opazili več grancim B pozitivnih celic kot v 
tumorjih iz kontrolne skupine, kjer jih ni bilo (Slika 18b). Po imunohistokemijskem barvanju proteina 
Foxp3 smo opazili, da trikratni genski elektroprenos, za razliko od enkratnega genskega 
elektroprenosa, v kožo v peritumoralnem prostoru privabi tudi celice T zaviralke (Slika 18c). V 
tumorju nismo zasledili celic T zaviralk, niti pri kontrolni skupini niti po enkratnem ali trikratnem 
genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 (pORF-mIL-12-ORT) (Slika 18c).  
Kombinirana terapija je statistično značilno zmanjšalo tumorsko maso in povečalo področja nekroze in 
apoptoze, kar smo pokazali z barvanjem s hematoksilinom in eozinom in imunohistokemijskim 
barvanjem (kaspaza III). Polega tega so vse tri oblike kombinirane terapije v tumor in v kožo v 
peritumoralnem prostoru privabile celice T ubijalke in naravne celice ubijalke, kar smo opazili po 
barvanju s hematoksilinom in eozinom (Slika 19a) in potrdili z imunohistokemijskim barvanjem 
proteina grancima B (Slika 19b). Tako kot po trikratnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom 
za IL-12 smo tudi po kombinirani terapiji, pri kateri je bil genski elektroprenos ponovljen, opazili, da 
so v koži peritumoralno prisotne celice T zaviralke (Slika 19c). V tumorju celic T zaviralk po 
kombinirani terapiji nismo zasledili (Slika 19c). 
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Slika 18. Histološka analiza tumorjev B16F10 po peritumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z 
zapisom za IL-12. a) Peritumoralni genski elektroprenos je povzročil infiltracijo imunskih celic v kožo ob 
tumorju. b) Imunske celice v peritumoralnem prostoru so pozitivne za grancim B. c) Ponavljanje genskega 
elektroprenosa plazmida za IL-12 je povzročilo infiltracijo Foxp3 pozitivnih celic T zaviralk v peritumoralni 
prostor. Preparate smo slikali pod 10x in 40x povečavo. EP: električni pulzi, GET: genski elektroprenos, IL-12: 
interlevkin-12, p.t.: peritumoralno S puščicami so označene pozitivne celice, s črtkano črto je označen tumor. 
Negativni tumorji: -, pozitivni tumorji: +/++/+++.  
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Slika 19. Histološka analiza tumorjev B16F10 po kombinirani terapiji. a) Kombinirana terapija je značilno 
zmanjšala tumorsko maso, povečala področja nekroze in apoptoze in vodila do b) povišane infiltracije tumorjev 
z imunskimi celicami, pozitivnimi za grancim B. c) Trikratna ponovitev genskega elektroprenosa plazmida z 
zapisom za IL-12 v kombinirani terapiji je povzročila infiltracijo Foxp3 pozitivnih celic T zaviralk v 
peritumoralni prostor. Preparate smo slikali pod 10x ali 40x povečavo. S puščicami so označene pozitivne celice, 
s črtkano črto je označen tumor. Negativni tumorji: -, pozitivni tumorji: +/++/+++.    
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4.5. Vpliv izbire citostatika v kombinaciji z genskim elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-
12 na imunski odziv organizma oziroma učinek na oddaljene nezdravljene tumorje in/ali 
metastaze 
Sistemski učinek terapije oziroma protitumorski učinek na oddaljenih nezdravljenih metastazah 
(izventarčni učinek) smo dokazali s pomočjo modela za sistemsko bolezen, pri katerem smo mišim 
inducirali dva tumorja. Terapijo smo izvedli le na desnem tumorju, spremljali pa rast tako desnega 
zdravljenega tumorja kot tudi levega nezdravljenega tumorja.  
4.5.1 Protitumorska učinkovitost na oddaljenih nezdravljenih tumorjih in/ali metastazah 
Z modelom za sistemsko bolezen smo pokazali, da ima kombinirana terapija, pri kateri smo za 
elektrokemoterapijo uporabili cisplatin, poleg lokalnega, tudi sistemski protitumorski učinek (Slika 
20a, 20b, 20c). Grafično je prikazana rast nezdravljenih (Slika 20a) in zdravljenih tumorjev (Slika 
20b) ter čas, ko so nezdravljeni tumorji dosegli volumen 100 mm3.  
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Slika 20. Protitumorski učinek terapije na zdravljenih in oddaljenih nezdravljenih tumorjih B16F10. a) 
Protitumorski učinek na oddaljenih nezdravljenih tumorjih in b) primarnih tumorjih po kombinirani terapiji je 
prikazan z rastnimi krivuljami ali c) s časom po terapiji, ko nezdravljeni tumorji dosežejo 100 mm3. Podatki 
prikazujejo AM ± SE. N = 6 miši. Statistično značilne razlike (p < 0,05) so označene z *. EP: elektroporacija, 
EKT: elektrokemoterapija, GET: genski elektroprenos, CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin, IL-12: interlevkin-
12. 
V primerjavi s kontrolno skupino je bil po kombinirani terapiji s cisplatinom v elektrokemoterapiji 
zaostanek v rasti oddaljenih nezdravljenih tumorjev namreč statistično značilno večji (p = 0,002). Po 
kombinirani terapiji, pri kateri smo za elektrokemoterapijo uporabili oksaliplatin, nismo opazili 
izventarčnega učinka. Čas, ko so nezdravljeni tumorji dosegli 100 mm3, je bil pri kontrolni skupini 3,2 
± 0,3 dneva, po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom 3,3 ± 0,3 dneva, po elektrokemoterapiji s 
cisplatinom 2,8 ± 0,3 dneva, po kombinirani terapiji z oksaliplatinom 3,4 ± 0,2 dneva, po kombinirani 
terapiji s cisplatinom pa 5,2 ± 0,5 dneva. 
4.5.2 Imunohistokemijsko ovrednotenje oddaljenih nezdravljenih tumorjev in/ali metastaz  
Z namenom ovrednotenja imunskega dogajanja v oddaljenih nezdravljenih tumorjih smo izvedli 
histološko analizo. Da bi v oddaljenih nezdravljenih tumorjih dokazali prisotnost naravnih celic 
ubijalk in celic T ubijalk, smo tumorje barvali tudi imunohistokemijsko, s protitelesom proti grancimu 
B (Lieberman, 2010). 
Levi nezdravljeni tumorji miši, ki so bile zdravljene s kombinirano terapijo s cisplatinom v 
elektrokemoterapiji, so bili 4 dni po terapiji infiltrirani z grancim B pozitivnimi imunskimi celicami. 
Naravnih celic ubijalk in celic T ubijalk nismo zasledili v tumorjih kontrolne skupine. Prav tako jih 
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nismo zasledili v tumorjih po elektrokemoterapiji s cisplatinom, elektrokemoterapiji z oksaliplatinom 
ali kombinirani terapiji z oksaliplatinom v elektrokemoterapiji (Slika 21). 
                  
         
                                                               
                                                                       
Slika 21. Kombinirana terapija s cisplatinom v elektrokemoterapiji povzroča infiltracijo grancim B 
pozitivnih celic v oddaljen nezdravljen tumor B16F10. CDDP: cisplatin, OXA: oksaliplatin, EP: električni 
pulzi, EKT: elektrokemoterapija, GET: genski elektroprenos, IL-12: interlevkin-12, p.t.: peritumoralno. Preparati 
so slikani pod 40x povečavo. S puščicami so označene pozitivne celice. Negativni tumorji: -, pozitivni tumorji: 
+.    
4.5.3 Ponovna stimulacija s tumorskimi celicami ob ozdravitvi živali 
Pri miših s popolnimi odgovori smo opazili vitiligo, depigmentacijo kože in dlake na mestu, kjer je bil 
primarni tumor (Slika 22) (van den Wijngaard in sod., 2001; Maio, 2012). 
 
Slika 22. Vitiligo ali specifičen imunski odziv proti melanocitom po kombinirani terapiji s cisplatinom v 
elektrokemoterapiji na miših seva C57Bl/6. Področje vitiliga je obkroženo s črtkano črto. 
Miši, ki so odgovorile na terapijo in se jim v časovnem intervalu do 100 dni po terapiji bolezen ni 
ponovila, smo ponovno stimulirali s tumorskimi celicami mišjega malignega melanoma B16F10. Do 
popolnih ozdravitev je prišlo po kombinirani terapiji s cisplatinom v elektrokemoterapiji in z 
enkratnim genskim elektroprenosom (38 %) in po obeh kombiniranih terapijah s cisplatinom v 
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elektrokemoterapiji in trikratnim genskim elektroprenosom (16 % in 44 %). Pri vseh ozdravelih miših 
je prišlo do rasti tumorjev po ponovni stimulaciji s tumorskimi celicami (Tabela 3).  
 
Tabela 3. Delež izraslih tumorjev B16F10 po ponovni stimulaciji s tumorskimi celicami ob popolni 
ozdravitvi živali. EP: elektroporacija, EKT: elektrokemoterapija, CDDP: cisplatin, GET: genski elektroprenos, 
OXA: oksaliplatin, IL-12: interlevkin-12, p.t.: peritumoralno. 
Skupina Ozdravitve Rast tumorjev po 
ponovni stimulaciji 
Kontrola 0 / 
Kontrola/EP 0 / 
IL-12 p.t./GET 0 / 
IL-12 p.t./GET  3x 0 / 
OXA 0 / 
CDDP 0 / 
OXA/EKT 0 / 
CDDP/EKT 0 / 
OXAEKT + IL-12 p.t./GET 0 / 
CDDP/EKT + IL-12 p.t./GET 3 (8) 3 
CDDP/EKT + IL-12 p.t./GET 3x  (0, 2, 4) 1 (6) 1 
CDDP/EKT + IL-12 p.t./GET (0, 6, 10, 14) 4 (9) 4 
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5 RAZPRAVA  
Namen doktorske naloge je bil raziskati protitumorsko učinkovitost intratumoralne 
elektrokemoterapije z oksaliplatinom in jo primerjati z elektrokemoterapijo s cisplatinom na mišjem 
malignem melanomu B16F10. Glede na različne imunomodulatorne lastnosti cisplatina in 
oksaliplatina (Hato in sod., 2014) smo pričakovali razlike v njuni učinkovitosti v kombinirani terapiji. 
Pri slednji smo za zdravljenje melanoma kombinirali elektrokemoterapijo s cisplatinom ali 
oksaliplatinom in genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12. Preverili smo tudi, v kolikšni 
meri lahko peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 poveča lokalno 
učinkovitost elektrokemoterapije in ali lahko spodbudi tudi sistemski odgovor – protitumorski učinek 
na oddaljene nezdravljene tumorje. 
V doktorski nalogi smo dosegli vseh pet specifičnih ciljev in eksperimentalno preverili obe zastavljeni 
hipotezi. Prvo hipotezo smo potrdili. Natančneje, protitumorski učinek elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom je enak protitumorskemu učinku elektrokemoterapije s cisplatinom, če dozo 
oksaliplatina dvignemo za faktor 1,6. Drugo zastavljeno hipotezo smo delno potrdili. Dokazali smo, da 
je peritumoralni genski elektroprenos učinkovit pri spodbujanju lokalnega učinka elektrokemoterapije 
s cisplatinom ali oksaliplatinom. Protitumorski učinek smo na oddaljenih nezdravljenih tumorjih 
dokazali le po kombinirani terapiji, pri kateri smo za elektrokemoterapijo uporabili cisplatin.  
5.1 Primerjava elektrokemoterapije s cisplatinom in elektrokemoterapije z oksaliplatinom 
Kemoterapija na bazi platine je dobro uveljavljena v onkologiji (Wheate in sod., 2010; Dilruba in 
Kalayda, 2016). Z namenom zmanjševanja stranskih učinkov in odpornosti na terapije je cisplatinu 
sledilo več drugih analogov platine, med katerimi se v kliniki uporabljata predvsem oksaliplatin in 
karboplatin (Wheate in sod., 2010). Medtem ko je učinkovitost lokalne intratumoralne aplikacije 
cisplatina v elektrokemoterapiji dokazana s predkliničnimi modeli (Čemazar in sod., 1998) in v kliniki 
(Serša in sod., 2000), elektrokemoterapija z oksaliplatinom še čaka na ovrednotenje.  
Iskanje novih kandidatov za uporabo v elektrokemoterapiji, med katere sodijo tudi analogi cisplatina, 
je potrebno. Na ta način namreč povečamo nabor terapij. Lastnosti, ki naredijo citostatik zanimiv za 
vstop v faze translacijskih raziskav, so visoka citotoksičnost ter terapevtska učinkovitost ob čim manj 
stranskih učinkih oziroma visok terapevtski indeks (Pasetto in sod., 2006). Vpletenosti imunskega 
sistema, predvsem pa lokalni imunomodulatorni učinki citostatikov in vrsta celične smrti, ki jo 
povzročajo, so bili prepoznani kot nepogrešljivi pri odgovoru na terapijo (Stagg in sod., 2012; 
Galluzzi in sod., 2016).  
Namen prvega dela doktorske naloge je bil preučiti protitumorsko učinkovitost elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom in jo primerjati z elektrokemoterapijo s cisplatinom. Zanimala sta nas tudi dva 
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mehanizma v ozadju, potenciacija v privzemu platine in vezavi platine na DNA po elektroporaciji ter 
imunogena celična smrt. 
5.1.1 Električni pulzi potencirajo citotoksičnost oksaliplatina in vitro  
Oksaliplatin, analog cisplatina, so v kliniki začeli uporabljati zaradi manjših stranskih učinkov, 
predvsem pa zaradi odpornosti tumorjev na cisplatin (Hang in sod., 2016). Predklinične študije so 
pokazale, da živali boljše prenašajo oksaliplatin kot cisplatin. Slednje so dokazali na različnih vrstah 
tumorjev (Wang in Lippard, 2005; Rabik in Dolan, 2007; Hellberg in sod., 2009), med katerimi je tudi 
melanom (Mohammed in Retsas, 2000). Poleg tega so predklinične študije pokazale, da oksaliplatin, 
za razliko od cisplatina, povzroča imunogeno celično smrt (Tesniere in sod., 2010; Martins in sod., 
2011). Zaradi opisanih lastnosti smo začeli raziskovati elektrokemoterapijo z oksaliplatinom kot 
alternativo elektrokemoterapiji s cisplatinom.  
V prvem, in vitro delu doktorske naloge smo pokazali, da je citotoksičnost oksaliplatina po kratki 
izpostavitvi celic B16F10 nizka ter primerljiva s citotoksičnostjo cisplatina. Primerljivo citotoksičnost 
obeh citostatikov na bazi platine so že dokazali, in sicer na celicah melanoma G361 (Mohammed in 
Retsas, 2000), celicah mišjega malignega melanoma B16F10 (Tashiro in sod., 1989; Raymond in sod., 
1998) in drugih celičnih linijah (Raymond in sod., 1998). 
Za optimalen citotoksičen učinek je pomemben privzem citostatika v celico (Dasari in Tchounwou, 
2014). Celična membrana predstavlja oviro za prehod molekul do jedra, zato se za povečanje privzema 
platine uporabljajo najrazličnejše fizikalne metode, med katere spada tudi elektroporacija (Neumann in 
Rosenheck, 1972). Citotoksičnost bleomicina in cisplatina je ob sočasni aplikaciji električnih pulzov 
večja za 1000- oziroma 70-krat (Belehradek in sod., 1994; Serša in sod., 1995). V doktorski nalogi 
smo pokazali, da električni pulzi povečajo privzem oksaliplatina v celice. Koncentracijo oksaliplatina 
smo izmerili kot količino znotrajcelične platine. Privzem se je ob aplikaciji električnih pulzov povečal 
za trikrat, primerljivo z elektroporacijo s cisplatinom. Citotoksičnost oksaliplatina se je pri IC50 ob 
elektroporaciji povečala za sedemkrat. Rezultati doktorske naloge so primerljivi z objavljeno 
literaturo, v kateri so ob elektroporaciji opazili osemkratno povečanje citotoksičnosti cisplatina (Serša 
in sod., 1995). Učinkovitost elektrokemoterapije z oksaliplatinom in vitro je bila primerljiva z 
učinkovitostjo elektrokemoterapije s cisplatinom na celicah mišjega malignega melanoma B16F10.  
Najpomembnejša tarča citostatikov na bazi platine je DNA (Dilruba in Kalayda, 2016). S tem 
namenom smo po elektroporaciji z oksaliplatinom izmerili koncentracijo platine, vezane na DNA, in 
jo primerjali s koncentracijo po elektroporaciji s cisplatinom. Električni pulzi so značilno povečali 
količino platine, vezane na DNA. Vezava platine na DNA je bila po aplikaciji električnih pulzov 
povečana za 7,5-krat v primeru oksaliplatina in 4,6-krat v primeru cisplatina. Vendar je bila vezava 
platine na DNA po aplikaciji električnih pulzov primerljiva po elektroporaciji z oksaliplatinom in 
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cisplatinom. Rezultati doktorske naloge so primerljivi s predhodno objavljenimi rezultati o privzemu 
platine po kombinaciji analogov cisplatina z električnimi pulzi (Kranjc in sod., 2017) in povečanju 
citotoksičnosti cisplatina ob elektroporaciji (Serša in sod., 1995).  
5.1.2 Protitumorski učinek elektrokemoterapije z oksaliplatinom je primerljiv z elektrokemoterapijo 
s cisplatinom, če dozo oksaliplatina dvignemo za faktor 1,6 
Elektrokemoterapija s cisplatinom je učinkovita lokalna terapija za zdravljenje najrazličnejših vrst 
tumorjev (Marty in sod., 2006; Mir in sod., 2006; Gehl in sod., 2018), med katere sodi tudi maligni 
melanom (Serša in sod., 2000). Način izvedbe elektrokemoterapije v klinični praksi je natančno opisan 
v protokolu »Standard operating procedures of the electrochemotherapy« (Mir in sod., 2006), ki je bil 
lani uspešno posodobljen (Gehl in sod., 2018). Poleg tega se elektrokemoterapija uporablja tudi v 
veterinarski medicini (Kodre in sod., 2009). Po in vitro delu smo tako nadaljevali z naslednjo stopnjo 
v verigi translacijskih raziskav, to so in vivo raziskave. Namen doktorske naloge je bil raziskati 
protitumorski učinek elektrokemoterapije z oksaliplatinom na tumorskem modelu mišjega malignega 
melanoma B16F10 in ga primerjati z elektrokemoterapijo s cisplatinom.  
Tako kot in vitro smo tudi in vivo ob aplikaciji električnih pulzov opazili potenciacijo v privzemu 
platine v tumorske celice. Ta je bila trikratna oziroma primerljiva po elektrokemoterapiji z 
oksaliplatinom in elektrokemoterapiji s cisplatinom. Rezultati so skladni z objavljeno literaturo. Po 
elektrokemoterapiji s cisplatinom je bil privzem platine na fibrosarkomu LPB in sarkomu SA-1 
dvakrat večji v primerjavi s kemoterapijo (Čemažar in sod., 1999; Kranjc in sod., 2003). Skladno s 
povečanim privzemom je prišlo tudi do potenciacije v vezavi platine na DNA. Ta je bila 5,4-kratna za 
oksaliplatin in 3,3-kratna za cisplatin. Potenciacija v privzemu platine in vezavi platine na DNA in 
vivo je bila manjša v primerjavi s poskusi in vitro. Rezultat smo pričakovali, saj je bil trend že 
predhodno opisan. Izgube platine v tumorjih so namreč večje kot pri celicah in vitro. Citostatiki na 
bazi platine se vežejo tudi na zunajcelično matriko, serumske proteine in na druge celične in 
zunajcelične komponente. Poleg tega se citostatiki s časom izpirajo iz tumorja (Kranjc in sod., 2017; 
Dermol-Černe in sod., 2018). 
Čeprav so bili privzem citostatikov, vezava platine na DNA ter posledično obseg apoptotskih in 
nekrotskih področij v tumorjih po elektrokemoterapiji s cisplatinom in elektrokemoterapiji z 
oksaliplatinom primerljivi, je bil protitumorski učinek različen. Pri enaki (ekvimolarni) dozi 
oksaliplatina in cisplatina v elektrokemoterapiji je bil protitumorski učinek elektrokemoterapije s 
cisplatinom boljši kot po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom. Vendar smo v primeru, ko smo dozo 
oksaliplatina dvignili za faktor 1,6, dosegli primerljiv protitumorski učinek. To se ujema s podatki iz 
klinike, kjer so klinično relevantne doze oksaliplatina za 1,6–1,7 višje od doz cisplatina (Li in sod., 
2006; Yamada in sod., 2015).  
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5.1.3 Električni pulzi povzročajo imunogeno celično smrt 
Predklinične študije so pokazale, da cisplatin, za razliko od oksaliplatina, ne povzroča imunogene 
celične smrti (Tesniere in sod., 2010; Martins in sod., 2011). Vendar so podatki o prerazporeditvi 
kalretikulina v plazmalemo, enemu od označevalcev za imunogeno celično smrt, po izpostavitvi 
oksaliplatinu oziroma cisplatinu različni. Razlikujejo se glede na izbrano časovno točko, pri kateri je 
bil označevalec izmerjen. V zgodnji časovni točki, to je 4 ure po izpostavitvi cisplatinu, do 
prerazporeditve še ne pride. Za razliko od cisplatina, oksaliplatin na tej časovni točki povzroča 
imunogeno celično smrt, kar so Tesniere in sodelavci pokazali na več tumorskih modelih 
kolorektalnega karcinoma (Tesniere in sod., 2010). Na drugi strani je 24 h po izpostavitvi celic 
melanoma B16F10, celic kolorektalnega karcinoma CT26 in celic karcinoma LLC (angl. »Lewis lung 
carcinoma«) cisplatinu prišlo do izpostavitve kalretikulina na plazmalemo in nastopa imunogene 
celične smrti (Yamamura in sod., 2015).  
V doktorski nalogi smo preverili izpostavitev kalretikulina v plazmalemo po 5 min, 4 h in 24 h po 
inkubaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom na celicah B16F10. Po 5 min in 4 h po inkubaciji celic s 
cisplatinom ali oksaliplatinom ni prišlo do izpostavitve kalretikulina. Do izpostavitve kalretikulina in 
nastopa imunogene celične smrti pa je prišlo 24 h po izpostavitvi citostatikoma, kar se ujema s 
predhodno objavljenimi podatki (Yamamura in sod., 2015). 
Mnogo citostatikov ne povzroča imunogene celične smrti (Bezu in sod., 2015). Opisano je bilo, da 
kombinacija citostatikov s kemikalijami, ki povzročajo stres endoplazemskega retikla, uspešno izzove 
imunogeno celično smrt (Martins in sod., 2011). Eden od stresorjev endoplazemskega retikla je tudi 
elektroporacija. Na celicah kolorektalnega karcinoma CT26 so Calvet in sodelavci pokazali, da 
elektroporacija in vitro povzroča izpostavitev kalretikulina ter izločanje ATP in Hmgb1 (Calvet in 
sod., 2014).  
V doktorski nalogi smo pokazali, da kratka izpostavitev oksaliplatinu ali cisplatinu ne vodi do 
imunogene celične smrti. Je pa do imunogene celične smrti prišlo že po sami aplikaciji električnih 
pulzov ter tudi po kombinaciji elektroporacije in cisplatina ali elektroporacije in oksaliplatina. Podatki 
se ujemajo s predhodno objavljenimi podatki, kjer so preverjali pojav imunogene celične smrti po 
elektroporaciji z bleomicinom na celicah kolorektalnega karcinoma CT26 (Calvet in sod., 2014). 
5.1.4 Elektrokemoterapija s cisplatinom ali oksaliplatinom povzroča infiltracijo tumorjev z 
imunskimi celicami 
V današnjem času, ko je bil prepoznan pomen imunoterapije in na splošno imunologije v onkologiji 
(Couzin-Frankel, 2013), je vedno več podatkov o imunomodulatornih lastnostih zdravil, med katere 
spadata tudi cisplatin in oksaliplatin (Dilruba in Kalayda, 2016). Iskanje in preizkušanje novih 
citostatikov za uporabo v elektrokemoterapiji je zato pomembno tudi v imunološkem smislu. 
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Imunogena celična smrt in DAMPs pripomorejo k imunogenosti tumorskih celic ter v tumor 
privabljajo celice prirojenega in pridobljenega imunskega sistema (Garg in sod., 2010). 
Najpomembneje, po imunogeni celični smrti je spodbujena aktivacija celic T ubijalk z antigenom 
(Krysko in sod., 2012). Infiltracija tumorjev z grancim B pozitivnimi celicami T ubijalkami in 
naravnimi celicami ubijalkami je dober napovedni dejavnik za prognozo in izid terapije (Clemente in 
sod., 1996; Barnes in Amir, 2017). Prav s tem namenom smo preverili, kako elektrokemoterapija 
vpliva na infiltracijo tumorjev z imunskimi celicami.  
V doktorski nalogi smo pokazali, da po elektrokemoterapiji s cisplatinom in elektrokemoterapiji s 
oksaliplatinom pride do infiltracije tumorjev z imunskimi celicami, ki so pozitivne za grancim B. 
Infiltracija je značilno večja v primerjavi s kemoterapijo s cisplatinom ali kemoterapijo z 
oksaliplatinom in kontrolno skupino. Pokazali smo tudi, da infiltracija korelira z nastopom imunogene 
celične smrti, kar kaže na imunski odziv oziroma, najpomembneje, na aktivacije celic T ubijalk po 
nastopu imunogene celične smrti (Wang in sod., 2018b).  
Razlika v protitumorski učinkovitosti elektrokemoterapije s cisplatinom in elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom je bila pri nizkih dozah očitna. Rezultati doktorske naloge razlike ne razložijo. Lahko 
predvidevamo, da je nastala zaradi različnih farmakokinetskih oziroma farmakodinamičnih lastnosti 
cisplatina in oksaliplatina, razlik v vezavi na tarče, različne od DNA, kot so proteini in RNA, razlik v 
spodbujanju imunskega odziva ali zaradi drugih neznanih faktorjev (Akaboshi in sod., 1992; Akaboshi 
in sod., 1994; Martinčič in sod., 2013; Messori in Merlino, 2016). Kljub potrebi po višji dozi 
oksaliplatina pa je elektrokemoterapija z oksaliplatinom zaradi manjših stranskih učinkov primerna za 
prehod na naslednjo stopnjo v verigi translacijskih raziskav. Oksaliplatin je tako kandidat za 
intratumorsko uporabo v elektrokemoterapiji, kot alternativa elektrokemoterapiji s cisplatinom. 
Poleg tega lahko predvidevamo, da sta tako elektrokemoterapija z oksaliplatinom kot tudi 
elektrokemoterapija s cisplatinom kandidatki za uporabo v kombinirani terapiji, predvsem z 
imunoterapijami, ki spodbujajo imunski odziv, ali z zaviralci imunskih kontrolnih točk (Serša in sod., 
2015; Calvet in Mir, 2016). Z namenom izboljšanja lokalnega protitumorskega učinka in tudi 
doseganja sistemskega protitumorskega učinka lokalne terapije smo začeli elektrokemoterapijo s 
cisplatinom ali oksaliplatinom kombinirati s peritumoralnim genskim elektroprenosom plazmida z 
zapisom za IL-12. 
5.2 Peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 z neinvazivno več-točkovno 
elektrodo (MEA) s krožno razporeditvijo šestih elektrodnih konic 
Odkar je bil leta 1991 prvič raziskan genski elektroprenos za transfekcijo kože (Titomirov in sod., 
1991), je bilo preizkušenih mnogo protokolov, ki se razlikujejo glede doze, ponavljanja terapije, 
uporabe tumorskih in živalskih modelov, uporabljenih elektrod ter parametrov električnih pulzov 
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(Gothelf in Gehl, 2010). Za učinkovit, lahko izvedljiv, varen ter časovno in prostorsko nadzorovan 
vnos plazmidne DNA v kožo so na Oddelku za eksperimentalno onkologijo Onkološkega Inštituta 
Ljubljana optimizirali genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12. In sicer, testirali so genski 
elektroprenos z več-točkovno elektrodo (MEA) s krožno razporeditvijo šestih elektrodnih konic (Kos 
in sod., 2015), optimizirali parametre električnih pulzov (Kos in sod., 2016) in terapevtski pristop 
primerjali z genskim elektroprenosom s ploščatimi elektrodami (Kos in sod., 2017). Pokazali so, da je 
z izbiro parametrov za električne pulze mogoče nadzirati lokacijo transfekcije v koži ter na ta način 
prostorsko in časovno uravnavati izražanje transgena. Prostorski in časovni nadzor izražanja je mogoč 
tudi z izbiro promotorja. Z optimizacijo električnih parametrov in izbiro promotorja je poleg opisanega 
mogoče nadzirati tudi lokalno in sistemsko porazdelitev proteina (Kos in sod., 2015; Shirley in sod., 
2015; Kos in sod., 2016; Kos in sod., 2017). V doktorskem delu smo za genski elektroprenos plazmida 
z zapisom za IL-12 pod konstitutivnim promotorjem in brez zapisa za odpornost proti antibiotikom 
(pORF-mIL-12-ORT; 50 µg) v kožo uporabili elektrodo MEA in nizkonapetostne električne pulze (12 
pulzov, 60 V, 150 ms, frekvenca 0,4/1,39 Hz) z namenom transfekcije globljih plasti kože in 
posledično sistemskega sproščanja transgena v nizkih koncentracijah (Kos in sod., 2016). Na ta način 
smo zagotovili prostorsko in časovno nadzorovano izražanje IL-12 (Kos in sod., 2015; Kos in sod., 
2016; Kos in sod., 2017). 
5.2.1 Trikratni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 ima protitumorski učinek na 
melanomu B16F10  
Protitumorski učinek genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 je bil do danes v 
predkliničnih raziskavah opisan po intratumoralnem (Tamura in sod., 2001; Sedlar in sod., 2013; 
Shirley in sod., 2015; Lampreht Tratar in sod., 2017; Kamenšek in sod., 2018; Lampreht Tratar in 
sod., 2018), intramuskularnem (Daud in sod., 2008; Tevž in sod., 2009; Sedlar in sod., 2012; Daud in 
sod., 2014) in peritumoralnem (Pavlin in sod., 2009) genskem elektroprenosu s ploščatimi 
elektrodami. Z namenom uporabe v kombinirani terapiji smo najprej optimizirali število ponovitev 
genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12. Na mišjem malignem melanomu B16F10 smo 
primerjali protitumorski učinek enkratnega ali trikratnega genskega elektroprenosa plazmida z 
zapisom za IL-12 (pORF-mIL-12-ORT) z elektrodo MEA in nizkonapetostnimi električnimi pulzi. 
Za razliko od enkratnega je trikratni genski elektroprenos povzročil značilen zaostanek v rasti tumorja 
B16F10 v primerjavi s kontrolno skupino, vendar ni vodil do popolnih odgovorov. Rezultat smo 
pričakovali, saj so Kos in sodelavci pokazali, da do ozdravitev ne pride niti po trikrat večji dozi 
plazmida (Kos in sod., 2016). V primerjavi z genskim elektroprenosom v kožo s ploščatimi 
elektrodami (Pavlin in sod., 2009) smo tako z elektrodo MEA opazili nižjo terapevtsko učinkovitost.  
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Za dokaz sinergističnih učinkov kombinirane terapije je pomembno, da imajo terapije v kombinaciji 
suboptimalen učinek. S tem namenom smo v kombinirani terapiji uporabili enkratni (4 x 20 µl; 50 µg) 
in trikratni (4 x 20 µl; 3 x 150 µg) genski elektroprenos plazmida pORF-mIL-12-ORT. 
5.2.2 Peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 v peritumoralni prostor 
privabi imunske celice  
Genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 v mišico povzroči infiltracijo mišic z imunskimi 
celicami (Tevž in sod., 2009). Tudi po intratumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom 
za IL-12 pride do infiltracije tumorjev z imunskimi celicami (Tamura in sod., 2001; Shirley in sod., 
2015; Lampreht Tratar in sod., 2017; Mukhopadhyay in sod., 2018). V vseh opisanih predkliničnih 
študijah so za gensko terapijo uporabili ploščate elektrode. V doktorskem delu nas je zanimalo, ali in 
na kakšen način peritumoralni genski elektroprenos z elektrodo MEA spodbudi imunski odziv na 
lokalnem in sistemskem nivoju. 
Tako enkraten kot tudi trikraten genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 sta povzročila 
infiltracijo imunskih celic v kožo v peritumoralnem prostoru. Rezultat je bil pričakovan, saj tako 
izražanje transgena, citokina IL-12, kot tudi plazmidna DNA delujeta imunostimulatorno (Trinchieri, 
2003; Žnidar in sod., 2016; Žnidar in sod., 2018). Izražanje transgena v peritumoralnem prostoru smo 
dokazali z imunohistokemijskim barvanjem IL-12, in sicer v globljih plasteh kože in mišičnem sloju 
Panniculus carnosus, kar se sklada s predhodno objavljeno literaturo (Kos in sod., 2016). Z 
imunohistokemijskim barvanjem smo dokazali tudi, da je delež imunskih celic v peritumoralnem 
prostoru pozitiven za grancim B, kar kaže na prisotnost aktiviranih celic T ubijalk in naravnih celic 
ubijalk (Lieberman, 2010). Populacijo grancim B pozitivnih celic smo, za razliko od kontrolne 
skupine, opazili tudi v tumorju B16F10, in sicer jih je bilo več po trikratnem genskem elektroprenosu 
kot po enkratnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12. Po trikratnem genskem 
elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 smo v peritumoralnem prostoru opazili tudi Foxp3 
pozitivne celice T zaviralke (Sayed in sod., 2014), kar bi lahko kazalo na negativno povratno zanko 
zaradi visokega izražanja IL-12 (Shirley in sod., 2015; Li in sod., 2015). Kljub povišani infiltraciji 
celic T zaviralk v peritumoralni prostor smo značilen protitumorski učinek opazili le po trikratnem 
genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12. 
5.2.3 Koncentracija IL-12 v serumu 
Po genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 lahko pride do sistemskega sproščanja IL-
12. Povišane koncentracije IL-12 v serumu so opazili po genskem elektroprenosu plazmida z zapisom 
za IL-12 v tumor (Pavlin in sod., 2009; Lampreht Tratar in sod., 2017), mišico (Tevž in sod., 2009) in 
kožo (Pavlin in sod., 2009; Kos in sod., 2015; Kos in sod., 2016). Povišano serumsko koncentracijo 
IL-12 je spremljala tudi povišana serumska koncentracija IFNγ (Heller in sod., 2001; Lampreht Tratar 
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in sod., 2017; Kos in sod., 2017; Čemazar in sod., 2017). Prisotnost oziroma povišanje koncentracije 
sistemskega IL-12 sta odvisna od uporabljenih elektrod, parametrov električnih pulzov, lokacije 
izvedbe genskega elektroprenosa in uporabljenega plazmida (Kos in sod., 2015; Shirley in sod., 2015; 
Kos in sod., 2016; Kos in sod., 2017). V doktorskem delu smo preverili, ali enkratna izvedba ali 
dodatne ponovitve genskega elektroprenosa plazmida vodijo do povišanja sistemske koncentracije IL-
12.  
Pokazali smo, da niti enkratni niti trikratni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 v kožo z 
elektrodo MEA nista povišala serumske koncentracije IL-12. V drugih raziskavah na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana so po genskem elektroprenosu plazmida 
z zapisom za IL-12 sicer opazili povišanje serumske koncentracije IL-12, vendar so za terapijo 
uporabili drugačne seve miši, drugačne parametre električnih pulzov, drugačne elektrode, predvsem pa 
višje doze plazmidne DNA (Pavlin in sod., 2009; Kos in sod., 2016). Tako naših rezultatov ne 
moremo primerjati z objavljeno literaturo. 
Podatki o pozitivni korelaciji med sistemsko koncentracijo IL-12 in protitumorsko učinkovitostjo so v 
literaturi deljeni. Medtem ko je bila nekje opažena korelacija (Pavlin in sod., 2009; Kos in sod., 2016; 
Lampreht Tratar in sod., 2017), na drugi strani povezave ni (Shirley in sod., 2015; Čemažar in sod., 
2017). Shirley in sodelavci so pokazali, da povišana koncentracija IL-12 v tumorju korelira z višjo 
koncentracijo IL-12 v serumu, vendar ne pomeni boljšega protitumorskega odgovora. Poleg tega so 
pokazali, da je za optimalen terapevtski učinek treba doseči ravno pravšnjo lokalno in sistemsko 
koncentracijo IL-12 (Shirley in sod., 2015; Kamenšek in sod., 2017). S sistemskim protitumorskim 
učinkom genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 je povezano posredovanje imunskega 
sistema. Posredovanje pa ni nujno odvisno od izločanja IL-12 v krvni obtok oziroma povišanja 
serumske koncentracije IL-12 (Daud in sod., 2008; Shirley in sod., 2015; Čemažar in sod., 2017).  
V doktorskem delu po enkratnem ali trikratnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 
na nobeni časovni točki nismo zaznali povišanja v serumski koncentraciji IL-12. Vendar smo po 
trikratnem genskem elektroprenosu opazili zaostanek v rasti tumorja B16F10, zato ne moremo 
govoriti o korelaciji. 
5.3 Elektrokemoterapija v kombinaciji z genskim elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-12 
Čeprav v kliniki z elektrokemoterapijo pri 80 % tumorjev dosežemo lokalno tumorsko kontrolo (Mali 
in sod., 2013), protitumorski učinek na oddaljene nezdravljene tumorje in/ali metastaze (t.i. »abscopal 
effect«) še ni bil opisan. Predpostavili so, da ima peritumoralni genski elektroprenos plazmida z 
zapisom za IL-12 v kombinaciji z intratumoralno elektrokemoterapijo poleg lokalnega 
protitumorskega učinka tudi sistemski učinek, to je učinek na oddaljene nezdravljene tumorje in/ali 
metastaze (Serša in sod., 2015). Intratumoralna elektrokemoterapija pri kombinirani terapiji deluje kot 
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in situ vakcinacija (Serša in sod., 2015). Na drugi strani IL-12 spodbuja tako prirojen kot tudi 
pridobljen imunski odgovor (Tugues in sod., 2015). Namen doktorske naloge je bil preveriti, v 
kolikšni meri lahko peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 z elektrodo MEA 
poveča lokalno učinkovitost elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom in ali lahko spodbudi 
tudi sistemski odgovor – protitumorski učinek na oddaljene nezdravljene tumorje in/ali metastaze. 
Ideja o kombiniranju lokalne ablativne terapije z genskim elektroprenosom plazmida z zapisom za IL-
12 je bila v predkliniki že raziskana. Na sarkomskem in fibrosarkomskem tumorskem modelu je bila 
preizkušena kombinacija intramuskularnega (Tevž in sod., 2009) ali intratumoralnega (Sedlar in sod., 
2013) genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 in obsevanja. Na tumorjih z različno 
imunogenostjo in mišjih sevih z intaktnim ali zavrtim imunskim sistemom so Sedlar in sodelavci 
preizkusili intramuskularni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 v kombinaciji z 
elektrokemoterapijo s cisplatinom (Sedlar in sod., 2012). Na drugi strani je kombinacija 
peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 in elektrokemoterapije z 
bleomicinom preskočila preizkušanje na mišjih tumorskih modelih in prešla v veterinarsko medicino. 
Omenjena oblika kombinirane terapije se v veterinarski medicini uporablja za zdravljenje spontanih 
tumorjev pri psih, kot sta mastocitom (Čemažar in sod., 2017; Salvadori in sod., 2017) in maligni 
melanom (Milevoj in sod., 2019). Lokalni protitumorski učinek vseh navedenih kombiniranih terapij 
je bil boljši v primerjavi z elektrokemoterapijo samo. Vendar sistemski protitumorski učinek oziroma 
učinek na oddaljenih nezdravljenih metastazah še ni bil opisan.   
5.3.1 Peritumoralni genski elektroprenos plazmida pORF-mIL-12-ORT potencira lokalni 
protitumorski učinek elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom 
V doktorskem delu smo stopili korak nazaj od veterinarske onkologije z namenom podrobneje 
raziskati lokalni in sistemski učinek kombinirane terapije na predkliničnem modelu mišjega malignega 
melanoma B16F10. V prvem koraku nas je zanimalo, ali genski elektroprenos lahko spodbudi imunski 
odziv in na ta način pripomore k lokalni protitumorski učinkovitosti elektrokemoterapije. Poleg tega je 
bil namen doktorske naloge primerjati lokalni protitumorski učinek kombinirane terapije, pri kateri 
smo za elektrokemoterapijo uporabili citostatika na bazi platine, to sta cisplatin in oksaliplatin. Glede 
na opisane različne imunomodulatorne lastnosti cisplatina in oksaliplatina (Tesniere in sod., 2010) 
smo pričakovali razlike v terapevtski učinkovitosti citostatikov. 
Pokazali smo, da peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 potencira 
protitumorski učinek intratumoralne elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom na mišjem 
malignem melanomu B16F10. Ob ekviefektivni elektrokemoterapiji s cisplatinom in oksaliplatinom je 
bil prispevek genskega elektroprenosa IL-12 večji pri elektrokemoterapiji s cisplatinom, dosegli smo 
namreč 38 % popolnih odgovorov. Pri elektrokemoterapiji z oksaliplatinom je genski elektroprenos 
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IL-12 povečal zaostanek v rasti tumorjev oziroma podaljšal preživetje živali, nismo pa dosegli 
popolnih odgovorov.  
5.3.2 Kombinirana terapija spodbudi lokalni imunski odziv 
Razlika v imunostimulatornih lastnostih citostatikov v elektrokemoterapiji je ena od možnosti za 
razlike v protitumorski učinkovitosti kombiniranih terapij (Hato in sod., 2014). Z namenom raziskave 
ozadja protitumorske uspešnosti kombinirane terapije oziroma razlik med kombiniranima terapijama, 
pri katerih za elektrokemoterapijo uporabljamo cisplatin ali oksaliplatin, smo izvedli histološko 
analizo. Infiltracija imunskih celic v tumor je dober napovedni dejavnik za izid terapije (Clemente in 
sod., 1996; Pagès in sod., 2010), predvsem so pomembne populacije celic s citotoksičnimi lastnostmi, 
kot so celice T ubijalke in naravne celice ubijalke. V doktorskem delu smo že dokazali, da 
elektrokemoterapija s cisplatinom in oksaliplatinom vodi do infiltracije tumorjev.  
Povišana koncentracija IL-12 v tumorju korelira s koncentracijo perforina, kar nakazuje na celični 
odgovor po intratumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 (Shirley in sod., 
2015). Celični odgovor, to je infiltracija limfocitov in makrofagov v tumor, so pokazali tudi po 
peritumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 (Salvadori in sod., 2017). Da bi 
preverili, ali kombinirana terapija povzroča infiltracijo imunskih celic v tumor, smo izvedli 
imunohistokemijsko barvanje, in sicer proteina grancima B (Lieberman, 2010). 
Pokazali smo, da pride po kombinirani terapiji do povišane infiltracije tumorjev s celicami T 
ubijalkami in naravnimi celicami ubijalkami. Infiltracija je bila po kombinirani terapiji primerljiva kot 
po elektrokemoterapiji s cisplatinom ali oksaliplatinom. Razlik v protitumorski učinkovitosti med 
kombiniranima terapijama na podlagi histoloških značilnosti ne moremo razložiti. Za natančnejše, 
predvsem pa kvantitativno in kvalitativno ovrednotenje razlik med populacijami imunskih celic po 
različnih kombiniranih terapijah, planiramo v prihodnosti dodatno izvesti še imunocitometrično 
označevanje oziroma pretočno citometrijo. Citotoksične aktivnosti naravnih celic ubijalk in celic T 
ubijalk so posredovane z izločanjem perforina in grancima (Voskoboinik in sod., 2015). Zato je 
pomembno preveriti tudi, ali je označen grancim B v aktivni ali pro-aktivni obliki, ter potrditi hkratno 
prisotnost perforina. Citotoksične aktivnosti namreč povzroča le aktivna oblika grancima B (Prunk in 
sod., 2017).   
Po obeh kombiniranih terapijah smo na šesti dan po terapiji opazili primerljivo povišano infiltracijo za 
grancim B pozitivnih imunskih celic v tumor. Ker smo izbrali le eno časovno točko, ne moremo 
govoriti o dinamiki imunskega odziva. Lahko pa glede na velikost tumorja na dan histološke analize 
sklepamo, da je do imunskega odziva, kot odgovora na terapijo, prišlo že mnogo prej. Na šesti dan po 
kombinirani terapiji so se namreč pri večini miši tumorji zmanjšali do te mere, da je ostala le manjša 
masa tumorskih celic, ki so bile v večini nekrotične. Za natančnejši opis dogajanja po kombinirani 
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terapiji bi predvidoma morali izvesti analize takoj po terapiji, eden do dva dni po terapiji ali najkasneje 
štiri dni po terapiji (Shirley in sod., 2015; Lampreht Tratar in sod., 2017). Kljub temu, da je 
imunohistokemijsko barvanje metoda, s katero pridobimo podatke o številčnosti in lokaciji imunskih 
celic, bi bila v prihodnosti za opis dinamike imunskega odziva bolj primerna pretočna citometrija, s 
katero bi tudi lažje kvantificirali rezultate.   
5.3.3 Ponavljanje peritumoralnega genskega elektroprenosa plazmida pORF-mIL-12-ORT v 
kombinirani terapiji ne pripomore k protitumorski učinkovitosti terapije 
Dodatne ponovitve genskega elektroprenosa IL-12 lahko izboljšajo protitumorsko učinkovitost. 
Slednje so pokazali po ponavljanju genskega elektroprenosa v mišico (Tevž in sod., 2009; Sedlar in 
sod., 2012). Tudi v doktorski nalogi smo pokazali, da po ponavljanju genskega elektroprenosa 
plazmida z zapisom za IL-12 v kožo pride do večjega protitumorskega učinka v primerjavi z enkratno 
gensko terapijo. V nadaljevanju pa nas je zanimalo, ali dodatne ponovitve genskega elektroprenosa 
potencirajo protitumorski učinek elektrokemoterapije s cisplatinom. S tem namenom smo primerjali 
protitumorsko učinkovitost kombiniranih terapij, ki se razlikujejo v številu ponovitev genskega 
elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12. In sicer, primerjali smo: 1) kombinirano terapijo z 
enkratnim genskim elektroprenosom in kombinirani terapiji s trikratnim genskim elektroprenosom z 
dvema različnima protokoloma, 2) na dan 0, 2 in 4 ali 3) na dan 0, 6, 10 in 14.  
V doktorskem delu smo pokazali, da dodatno ponavljanje genskega elektroprenosa plazmida z 
zapisom za IL-12 ne izboljša terapevtskega učinka kombinirane terapije. Dosegli smo 16–44 % 
popolnih odgovorov. V skladu z objavljeno literaturo (Shirley in sod., 2015; Li in sod., 2015) smo 
potrdili, da več IL-12 lokalno ne vodi nujno do boljšega protitumorskega učinka Tako kot po trikrat 
ponovljeni genski terapiji sami smo tudi po kombinirani terapiji z večkratnim genskim 
elektroprenosom na šesti dan po terapiji v peritumoralnem prostoru opazili celice T zaviralke. To bi 
lahko nakazovalo na imunosupresijo kot posledico previsoke koncentracije IL-12 (Wan, 2010; Shirley 
in sod., 2015; Li in sod., 2015). Vendar prisotnost celic T zaviralk v našem primeru ni značilno 
vplivala na terapevtsko učinkovitost kombinirane terapije.  
5.3.4 Kombinirana terapija s cisplatinom v elektrokemoterapiji vodi do popolnih odgovorov, ne pa 
tudi do imunskega spomina 
Pri vseh miših, ki so po kombinirani terapiji ozdravele, smo na mestu tumorja opazili vitiligo, 
razbarvanje dlake na predelu, kjer se je nahajal tumor (van den Wijngaard in sod., 2001; Maio, 2012). 
Pojav kaže na specifičen imunski odziv proti melanocitom in bi lahko bil glede na podatke iz kliničnih 
študij dober napovedni dejavnik (Teulings in sod., 2015; Hua in sod., 2016). Kljub popolnim 
odgovorom pa so ob ponovni stimulaciji miši s tumorskimi celicami tumorji izrasli pri vseh miših. 
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Slednje kaže na to, da kombinirana terapija ni spodbudila sistemskega imunskega spomina (den Brok 
in sod., 2004). 
5.3.5 Kombinirana terapija s cisplatinom v elektrokemoterapiji vodi do izventarčnega 
protitumorskega učinka 
Čeprav v kliniki z elektrokemoterapijo pri 80 % tumorjev dosežemo lokalno tumorsko kontrolo (Mali 
in sod., 2013), protitumorski učinek elektrokemoterapije s ciplatinom na oddaljene nezdravljene 
tumorje in/ali metastaze še ni bil opisan. Zasledili smo le en kliničen primer metastatskega melanoma, 
pri katerem je štirikrat ponovljena elektrokemoterapija z bleomicinom zagotovila lokalno tumorsko 
kontrolo tako zdravljenih tumorjev kot tudi oddaljenih nezdravljenih metastaz (Snoj in sod., 2007). 
Kljub temu, da je Mole izventarčni učinek (angl. »abscopal effect«) po radioterapiji definiral že leta 
1953 (Mole, 1953), do danes še vedno iščemo načine, da bi pojav postal klinično relevanten. 
Izventarčni učinek je bil po radioterapiji sicer opisan na melanomu (Stamell in sod., 2013), limfomu 
(Antoniades in sod., 1977), raku ledvic (Robin in sod., 1981), raku jeter (Nakanishi in sod., 2008) in 
drugih tumorjih. Pred kratkim sta bila objavljena dva strokovna članka, ki govorita o izventarčnem 
učinku po elektrokemoterapiji s cisplatinom (Tremble in sod., 2019) na mišjem kolorektalnem 
karcinomu CT26 oziroma intratumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 na 
mišjem malignem melanomu B16F10 (Mukhopadhyay in sod., 2018).  
Za preverjanje sistemskega protitumorskega učinka lokalne terapije smo v doktorski nalogi uvedli 
model za sistemsko bolezen. Miši smo na isti dan inducirali dva tumorja, na desni bok smo injicirali 1 
x 106 celic, na levega pa 0,7 x 106 celic. Terapijo smo izvedli le na levem tumorju, spremljali pa smo 
rast obeh tumorjev, zdravljenega in nezdravljenega.  
Po elektrokemoterapiji z nizkimi dozami cisplatina ali oksaliplatina nismo zasledili protitumorskega 
učinka na oddaljenih nezdravljenih tumorjih B16F10. Lokalno je sicer prišlo do in situ vakcinacije 
(Serša in sod., 2015) oziroma do aktivacije imunskega odziva, kar se je kazalo kot infiltracija tumorjev 
z grancim B pozitivnimi celicami, vendar kljub temu do izventarčnega učinka ni prišlo. Za razliko od 
nas so Tremble in sodelavci za dokazovanje sistemskega učinka elektrokemoterapije uporabili 
tumorski model mišjega kolorektalnega karcinoma CT26 (Tremble in sod., 2019), ki je v primerjavi z 
mišjim malignim melanomom B16F10, ki smo ga uporabili mi, bolj imunogen oziroma imunološko 
»vroč« tumor. To se kaže z visokim mutacijskim bremenom (Castle in sod., 2015), visokim 
izražanjem MHC-1 oziroma predstavljanjem antigenov in visoko infiltracijo imunskih celic v tumorju 
(Lechner in sod., 2013). Predvidevamo, da je prav razlika v imunogenosti tumorjev CT26 in B16F10 
odgovorna za razlike v sistemskem protitumorskem učinku elektrokemoterapije s cisplatinom. V 
prihodnosti bomo tako preizkusili tudi tumorski model CT26. 
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Tudi po peritumoralnem genskem elektroprenosu plazmida z zapisom za IL-12 izventarčnega učinka 
na nezdravljenem oddaljenem tumorju mišjega malignega melanoma B16F10 nismo opazili. Kljub 
enakemu tumorskemu modelu pri objavljenih (Mukhopadhyay in sod., 2018) in naših rezultatih 
sistemskega učinka peritumoralnega oziroma intratumoralnega genskega elektroprenosa plazmida z 
zapisom za IL-12 ne moremo primerjati neposredno. Protitumorski učinek intratumorskega genskega 
elektroprenosa ima namreč že na lokalnem nivoju mnogo boljši lokalni protitumorski učinek  
(Mukhopadhyay in sod., 2018) kot peritumoralni genski elektroprenos v kožo. Poleg tega so bili 
oddaljeni nezdravljeni tumorji v objavljenih raziskavah na dan terapije predvidoma manjši kot v naši 
raziskavi. In sicer, mi smo za indukcijo tumorjev injicirali 0,7 x 106 celic B16F10, Mukhopadhyay in 
sodelavci pa 0,25 x 106 celic (Mukhopadhyay in sod., 2018). V doktorski nalogi smo tako uporabili 
model za sistemsko bolezen, pri katerem so bili nezdravljeni tumorji na dan terapije že prisotni v 
obliki makrometastaz. 
Pojav izventarčnega učinka po radioterapiji sami je redek. Vendar je bilo pokazano, da lahko s 
kombinirano terapijo, ki vključuje radioterapijo in imunoterapijo v obliki spodbujanja imunskega 
sistema ali ciljanja imunskih zavor z zaviralci imunskih kontrolnih točk, povečamo možnosti za 
izventarčni učinek (Ngwa in sod., 2018; Liu in sod., 2018). Demaria in sodelavci so v predkliničnih 
raziskavah na miših dokazali izventarčni učinek po radioterapiji v kombinaciji z rastnim faktorjem 
Flt3-L, ki stimulira nastanek DC. Do izventarčnega učinka po omenjeni terapiji ni prišlo na imunsko 
zavrtih miših brez celic T (Demaria in sod., 2004). Poskus je neposredno dokazal vpletenost 
imunskega sistema za doseganje izventarčnega učinka. 
Ena od oblik imunoterapije za spodbujanje imunskega odziva je tudi genska terapija z IL-12 (Tugues 
in sod., 2015). Predpostavili so, da ima peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za 
citokin IL-12 v kombinaciji z intratumoralno elektrokemoterapijo poleg lokalnega protitumorskega 
učinka tudi sistemski učinek, to je učinek na oddaljene nezdravljene tumorje (Serša in sod., 2015).  
V doktorski nalogi smo pokazali, da peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 
potencira lokalni protitumorski učinek. V nadaljevanju pa nas je po kombinirani terapiji zanimal tudi 
sistemski protitumorski učinek oziroma izventarčni učinek. Kombinirana terapija, pri kateri smo za 
elektrokemoterapijo uporabili cisplatin, je imela poleg lokalnega tudi sistemski izventarčni učinek. 
Opazili smo, da je rast oddaljenih nezdravljenih tumorjev B16F10 po omenjeni kombinirani terapiji 
počasnejša v primerjavi z rastjo tumorjev iz kontrolne skupine. 
Kombinirana terapija, pri kateri smo za elektrokemoterapijo uporabili oksaliplatin, ni imela 
sistemskega protitumorskega učinka. Rezultati kažejo, da so za to odgovorne imunske celice v 
oddaljenih nezdravljenih tumorjih. Histološka analiza na četrti dan po terapiji je namreč pokazala, da 
so po kombinirani terapiji s cisplatinom v elektrokemoterapiji v oddaljenih nezdravljenih tumorjih 
prisotne grancim B pozitivne celice T ubijalke in naravne celice ubijalke. Imunskih celic po 
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kombinirani terapiji z oksaliplatinom v elektrokemoterapiji v oddaljenih nezdravljenih tumorjih nismo 
zasledili. 
Lahko predvidevamo, da so razlike nastale zaradi naslednjih razlogov: 1) Cisplatin ima bolj 
imunomodulatorne lastnosti (boljše imunostimulatorne lastnosti in manjše imunosupresivne lastnosti) 
kot oksaliplatin; 2) kombinirana terapija s cisplatinom v elektrokemoterapiji ima boljši učinek in situ 
vakcinacije; 3) za izventarčni učinek so odgovorni drugi mehanizmi, ki se razlikujejo po kombinirani 
terapiji s cisplatinom in oksaliplatinom. Za preverbo navedenih hipotez so potrebne dodatne raziskave. 
Prav tako je treba izventarčni učinek dokazati tudi na drugih imunološko različnih tumorjih.   
5.4 Možnosti izboljšave kombinirane terapije 
V doktorski nalogi smo pokazali, da je genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 učinkovit 
pri spodbujanju lokalnega protitumorskega učinka elektrokemoterapije s cisplatinom in oksaliplatinom 
na mišjem malignem melanomu B16F10. Najboljši lokalni protitumorski odgovor, 38 % popolnih 
odgovorov, in sistemski protitumorski učinek smo dosegli po kombinirani terapiji s cisplatinom v 
elektrokemoterapiji. Prostora in možnosti za izboljšavo kombinirane terapije je tako veliko. Nekaj od 
možnih izboljšav: 1) Izvedba elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa s časovnim zamikom; 2) 
dvig doze citostatikov in/ali dvig doze plazmida v kombinirani terapiji; 3) ponavljanje kombinirane 
terapije; 4) v primeru imunosupresije, kombinirani terapiji dodati zaviralce kontrolnih točk imunskega 
odziva.   
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6 ZAKLJUČKI 
− Privzem platine in vezava platine na DNA sta po elektrokemoterapiji z oksaliplatinom 
primerljiva kot po elektrokemoterapiji s cisplatinom. 
− Citotoksičnost oksaliplatina v kombinaciji z električnimi pulzi je primerljiva s citotoksičnostjo 
cisplatina  v kombinaciji z električnimi pulzi na celicah B16F10.  
− Električni pulzi sami ali v kombinaciji s cisplatinom ali oksaliplatinom vodijo do imunogene 
celične smrti. 
− Protitumorski učinek elektrokemoterapije z oksaliplatinom je primerljiv z elektrokemoterapijo 
s cisplatinom, če dozo oksaliplatina dvignemo za faktor 1,6. 
− Peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 je učinkovit pri spodbujanju 
lokalnega protitumorskega učinka elektrokemoterapije s cisplatinom ali oksaliplatinom. 
− Ob enako učinkoviti elektrokemoterapiji s cisplatinom in oksaliplatinom je prispevek 
peritumoralnega genskega elektroprenosa IL-12 večji pri elektrokemoterapiji s cisplatinom, 
dosegli smo namreč 38 % popolnih odgovorov. Po kombinirani terapiji z oksaliplatinom v 
elektrokemoterapiji smo dosegli zaostanek v rasti tumorjev, ne pa tudi popolnih odgovorov. 
− Ponavljanje genskega elektroprenosa plazmida z zapisom za IL-12 ne izboljša značilno 
terapevtskega učinka elektrokemoterapije v kombinirani terapiji. 
− Kombinirana terapija, pri kateri smo za elektrokemoterapijo uporabili cisplatin, ima poleg 
lokalnega tudi sistemski učinek, to je protitumorski učinek na oddaljene nezdravljene tumorje. 
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7 PRISPEVEK K ZNANOSTI 
Rezultati doktorske naloge kot prvi potrjujejo na predkliničnem nivoju tumorskega modela malignega 
melanoma B16F10 učinek elektrokemoterapije kot in situ vakcinacije s cisplatinom ali oksaliplatinom. 
Rezultati dokazujejo, da peritumoralni genski elektroprenos plazmida z zapisom za IL-12 spodbudi 
imunski odziv organizma v lokalnem okolju, ki potencira protitumorski učinek elektrokemoterapije. 
Učinek kombinirane terapije ima tudi sistemski učinek na oddaljene nezdravljene tumorje. 
Rezultati doktorske naloge bodo v pomoč pri potencialnem vpeljevanju elektrokemoterapije z 
oksaliplatinom, kot samostojne terapije, v kliniko. Rezultati v sklopu testiranja kombinirane terapije 
pa bodo izjemnega pomena za prijavo klinične študije v veterinarski in humani medicini oziroma pri 
vpeljavi kombinirane terapije v klinično prakso v okviru Strategije pametne specializacije, ki jo 
podpirata Ministrstvo za izobraževanje, znanost in šport ter Evropska unija – Evropski sklad za 
regionalni razvoj. Vpeljava raziskovalnih rezultatov v klinično prakso pa je bistvenega pomena in 
glavni cilj translacijskih raziskav (Slika 23). 
 
Slika 23. Translacija rezultatov iz predkliničnih raziskav prek faz kliničnega testiranja do standardne 
terapije. EKT: elektrokemoterapija, GET: genski elektroprenos. Slika je nastala v okviru doktorske disertacije. 
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8 ZNANSTVENA DELA, OBJAVLJENA V ČASU NASTAJANJA 
DOKTORSKE NALOGE 
V času doktorskega študija so bila objavljena štiri znanstvena dela (Dermol-Černe in sod., 2018; 
Kamenšek in sod., 2018; Uršič in sod., 2018; Valentinuzzi in sod., 2019). 
Dermol-Černe J., Vidmar J., Ščančar J., Uršič K., Serša G., Miklavčič D. (2018). Connecting the in 
vitro and in vivo experiments in electrochemotherapy - a feasibility study modeling cisplatin 
transport in mouse melanoma using the dual-porosity model. J Control Release, 286:33–45.  
Kamenšek U., Čemažar M., Lampreht Tratar U., Uršič K., Serša G. (2018). Antitumor in situ 
vaccination effect of TNFα and IL-12 plasmid DNA electrotransfer in a murine melanoma 
model. Cancer Immunol Immunother, 67(5):785-795.  
Uršič K., Kos Š., Kamenšek U., Čemažar M., Šcančar J., Buček S., Kranjc S., Starešinič B., Serša G. 
(2018). Comparable effectiveness and immunomodulatory actions of oxaliplatin and cisplatin 
in electrochemotherapy of murine melanoma. Bioelectrochemistry, 119:161-171.  
Valentinuzzi D., Simončič U., Uršič K., Vrankar M., Turk M., Jeraj R. (2019). Predicting tumour 
response to anti-PD-1 immunotherapy with computational modelling. Phys Med Biol, 
64(2):025017.  
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